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RESUMO  
 
A intensa morte neuronal, inflamação e formação de um microambiente inibitório 
representam importantes desafios para reparo de lesões medulares. Neste sentido, o 
emprego de células tronco mesenquimais (CTM) tem sido considerado como alternativa 
para o tratamento de traumas à medula espinal. Assim, para avaliar a neuroproteção, 
modulação da resposta inflamatória e formação da cicatriz glial, o tratamento com CTM 
foi realizado após axotomia intramedular (AI), através de lesão perfurante no funículo 
anterior, nos níveis medulares L4-6, em ratas Lewis fêmeas. Com o objetivo de reter as 
CTM no sítio da lesão empregou-se o selante de fibrina (SF) como arcabouço. Após 7 
dias de sobrevida pós lesão, foi realizado PCR quantitativo em tempo real para avaliar 
os níveis de transcritos gênicos de VEGF e BDNF; iNOS2 e Arginase-1 (marcadores de 
macrófagos M1 e M2, respectivamente); citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-6 e IL-1β 
e citocinas anti-inflamatórias IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-β. O grupo que recebeu SF 
apresentou maior expressão dos genes iNOS2 e arginase-1, aumento na expressão das 
citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-1β e anti-inflamatórias IL-10, IL-4 e IL-13. Assim, 
o SF promoveu maior resposta inflamatória, bem como a antecipação de sua resolução. 
Com sobrevida de 14 dias após a lesão foi realizada a contagem de motoneurônios alfa-
medulares (MN), evidenciados por coloração de Nissl. Para análise da astrogliose na 
lâmina IX e destacamento sináptico ao redor de MN lesionados (GAP-43 positivos) foi 
realizada imunoistoquímica anti-GFAP e anti-sinaptofisina, respectivamente. Observou-
se morte celular de cerca de 70% dos MN nos grupos sem tratamento. Os grupos 
tratados com SF e/ou CTM apresentaram maior sobrevivência neuronal comparada aos 
demais grupos, revelando o efeito neuroprotetor desses tratamentos. A reatividade 
astroglial mostrou-se menos intensa nos grupos tratados com CTM, quando comparada 
aos demais grupos, mostrando que as CTM influenciaram na redução da astrogliose 
reativa nesse período. A análise do destacamento sináptico evidenciou maior 
preservação sináptica ao redor do corpo celular dos MN de animais que foram tratados 
com CTM, refletindo um possível papel das mesmas na preservação de circuitos 
sinápticos. Com sobrevida de 28 dias após a lesão, a cicatriz glial no funículo anterior foi 
estudada através de imunoistoquímica anti-GFAP (marcador de astrócitos) e anti-CS-56 
(marcador de condroitin sulfato proteoglicano). Ao longo desse período, a marcha dos 
animais foi avaliada através do walking track test (Catwalk). O estudo da cicatriz glial 
revelou similar quantidade de astrócitos e condroitin sulfato em todos os grupos 
 
 
experimentais. Na avaliação da recuperação motora, os animais tratados com CTM 
apresentaram melhor performance. O SF sozinho mostrou-se neuroprotetor e promotor 
de inflamação pró-regenerativa, assim como acelerou sua resolução. A combinação de 
SF e CTM promoveu neuroproteção, diminuição da astrogliose e preservação sináptica. 
Porém, tal tratamento combinado gerou padrão de inflamação distinto do grupo tratado 
apenas com SF, não apresentando a mesma melhora na função motora observada no 
grupo tratado apenas com CTM. Assim, os animais tratados apenas com CTM 
apresentaram a melhor performance regenerativa. Neste grupo foi possível observar 
neuroproteção, diminuição da astrogliose, preservação dos circuitos próprio-espinais e 
melhor função motora. Portanto, a terapia com CTM pode ser realizada com sucesso, 
mesmo sem a administração conjunta de um substrato que as retenha no sítio da lesão. 
Possivelmente essas células são ativamente capazes de se manter no microambiente 
lesado, através de sinais moleculares emanados pelos neurônios/glia presentes no local 
do trauma. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
The intense neuronal death, inflammation, and formation of an inhibitory 
microenvironment represent a great challenge for spinal cord injury repair. In this sense, 
the use of mesenchymal stem cells (MSC) has been considered as an alternative for the 
treatment of trauma to the spinal cord. Thus, to evaluate neuroprotection, modulation of 
the inflammatory response and formation of the glial scar, MSC treatment was performed 
after intramedullary axotomy (IA), through a perforating lesion at the anterior funiculus, at 
the spinal levels L4-6, in female Lewis rats. To retain the MSC at the site of the lesion, a 
fibrin sealant (FS) scaffold was used. After 7 days of post-injury survival, real-time 
quantitative PCR was performed to evaluate the levels of VEGF and BDNF gene 
transcripts; INOS2 and Arginase-1 (M1 and M2 macrophage markers, respectively); 
proinflammatory cytokines TNF-α, IL-6 and IL-1β and anti-inflammatory cytokines IL-4, 
IL-10, IL-13 and TGF-β. The FS-treated group had higher expression of the iNOS2 and 
arginase-1 genes, proinflammatory cytokines TNF-α and IL-1β and anti-inflammatory 
cytokines IL-10, IL-4 and IL-13. Thus, FS promoted greater inflammatory response, as 
well as an anticipation of its resolution. With survival of 14 days after injury, spinal alpha 
motor neurons (MN), evidenced by Nissl staining were counted. For the analysis of 
astrogliosis in spinal lamina IX and synaptic detachment around lesioned MN (GAP-43 
positive), anti-GFAP and anti-synaptophysin immunohistochemistry were performed, 
respectively. Cell death of about 70% MN was observed in the untreated groups. The 
groups treated with FS and/or MSC presented higher neuronal survival compared to the 
other groups, revealing the neuroprotective effect of these treatments. Astroglial reactivity 
was less intense in the MSC-treated groups when compared to the other groups, showing 
that MSC caused reduced astrogliosis in this period. The analysis of the synaptic 
detachment showed greater synaptic preservation around MN cell bodies in the MSC-
treated group, reflecting a possible role for the cells on the preservation of synaptic 
circuits. With a 28-day survival after injury, the glial scar on the anterior funiculus was 
studied by anti-GFAP (astrocyte marker) and anti-CS-56 (chondroitin sulfate 
proteoglycan marker) immunohistochemistry. Throughout this period, the gait of the 
animals was evaluated by the walking track test (Catwalk). The study of glial scar 
revealed similar quantity of astrocytes and chondroitin sulfate in all experimental groups. 
In the evaluation of the motor recovery, the animals treated with MSC presented better 
performance. FS alone was shown to be neuroprotective and promoter of pro-
 
 
regenerative inflammation, as well as acceleration of its resolution. The combination of 
FS and MSC promoted neuroprotection, decreased astrogliosis and synaptic 
preservation. However, such a combined treatment generated a different inflammation 
pattern compared to the FS-treated group and did not show a similar improvement in 
motor function observed in the MSC-treated group. Thus, animals treated only with MSC 
showed a better regenerative performance. In this group, it was observed 
neuroprotection, reduced astrogliosis, preserved spinal circuits and better motor function. 
Therefore, MSC therapy can be successfully performed, even without a co-administration 
of a substrate for the retention at the lesion site. Possibly these cells are actively able to 
remain within the injured microenvironment, through molecular signals emanated by 
neurons/glia present in lesion site. 
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1. Introdução 
 
1.1 – Motoneurônio alfa-medular 
 
O Sistema Nervoso é anatomicamente dividido em Sistema Nervoso Central (SNC), 
compreendendo encéfalo e medula espinal, e Sistema Nervoso Periférico (SNP), 
composto por nervos, gânglios e terminações nervosas.  
A medula espinal é responsável por coordenar reflexos e transmitir sinais neurais do 
córtex motor para a corpo e das fibras aferentes dos neurônios sensoriais para o córtex 
sensorial. 
Motoneurônios alfa-medulares (MN) são neurônios colinérgicos presentes no corno 
ventral da medula espinal, cujos alvos de inervação periférica são os músculos 
esqueléticos. Seus axônios constituem fibras eferentes que controlam os movimentos 
voluntários em resposta à estimulação motora superior e feedback sensorial (Biscola et 
al., 2017). 
O tamanho do corpo celular dos MN está entre os maiores do SNC, refletindo uma 
maquinaria metabólica de grande demanda (Cullheim et al., 2002a; Linda et al., 2000). 
A árvore dendrítica desse tipo celular é também comparativamente grande, recebendo, 
conjuntamente com seu corpo celular, um total de inputs de cerca de 100.000 sinapses 
(Cullheim et al., 2002a; Ornung et al., 1998; Risling et al., 1992). Os MN recebem inputs 
provenientes de neurônios do gânglio da raiz dorsal, motoneurônios superiores 
provenientes do córtex motor e, em maior proporção, de interneurônios da medula 
espinal (Bear et al., 2007). 
Os axônios dos MN apresentam um trajeto intramedular no funículo anterior e 
emergem na superfície da medula espinal através de filamentos radiculares que se unem 
para formar as raízes ventrais. Da união da raiz dorsal sensitiva, com a raiz ventral 
motora, forma-se o tronco do nervo espinal, que distalmente se ramifica dando origem 
aos nervos periféricos, funcionalmente mistos (fibras sensoriais e motoras) (Machado, 
2000). Dessa forma, os axônios dos MN se apresentam espacialmente tanto no SNC 
quanto no SNP. O corpo celular dos MN, dendritos e parte mais proximal de seus axônios 
estão no SNC (medula espinal), enquanto que a maior parte de seus axônios se 
encontram no SNP (raízes ventrais e nervos periféricos) (Cullheim et al., 2002b).  
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1.2 – Axotomia intramedular de motoneurônios alfa-medulares 
 
Por apresentar localização tanto no SNC quanto no SNP, os axônios dos MN podem 
sofrer axotomia (transecção do axônio) através de lesões no nervo periférico, na interface 
do SNC e SNP por avulsão ou esmagamento de raízes ventrais ou no SNC através de 
lesão no funículo anterior da medula espinal, levando a uma axotomia intramedular (AI). 
A proximidade entre o local da lesão e o corpo celular dos MN é de especial 
importância para sobrevivência neuronal e regeneração axonal. Quanto mais proximal a 
lesão, maior a morte neuronal e menor as chances de regeneração (Linda et al., 2000).  
Nesse sentido, a axotomia mais proximal ao corpo celular de um MN é a AI. 
Experimentalmente, tal lesão pode ser realizada em ratos através de uma incisão 
longitudinal no funículo anterior da medula espinal, promovendo a interrupção de axônios 
motores a alguns micrômetros do corpo celular. Esse modelo pode ser adotado 
experimentalmente a fim de se estudar a neurobiologia da regeneração dos MN após 
lesão axonal central, sem outras variáveis presentes em modelos tradicionalmente 
estudados de lesão medular (LM), como transecção e contusão. Trata-se, portanto, de 
uma forma de estudar, quase que isoladamente, a resposta regenerativa dos MN após 
LM, sem diversos outros fatores que ocorrem concomitantemente, como danos as vias 
sensitivas e autonômicas. Através desse modelo, pode-se estudar mecanismos para 
potencializar o reparo das vias motoras, que possam ser empregados em LM complexas, 
que normalmente ocorrem em pacientes. 
Lesão medular é uma condição potencialmente incapacitante associada com perdas 
sensoriais, motoras e autonômicas e diminuída expectativa de vida (Hartkopp et al., 
1997; Rahimi-Movaghar et al., 2013). As principais causas abrangem acidentes de carro, 
quedas, ferimentos à bala e desastres naturais (Motiei-Langroudi and Sadeghian, 2017). 
Em países em desenvolvimento como o Brasil, a incidência de lesões medulares é em 
média de 25 casos por milhão por ano. Homens (82,8% dos casos) são geralmente mais 
afetados que mulheres e a idade média de ocorrência é de 32,4 anos (Rahimi-Movaghar 
et al., 2013). As chances de recuperação neurológica e melhora são diferentes entre 
pacientes e dependentes de diversos fatores, como estado neurológico primário, 
mecanismo de trauma, tipo e localização da fratura vertebral e idade do paciente (Motiei-
Langroudi and Sadeghian, 2017). 
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 1.2.1 – Respostas neuronais à axotomia 
 
Na medula espinal, a interação entre os MN e o microambiente medular desempenha 
função crucial para a sobrevivência, regulação do estado funcional e conectividade 
sináptica dos mesmos (Hamburger, 1958; Huh et al., 2000; Oliveira et al., 2002; 
Oppenheim, 1991). 
Quanto mais próxima do SNC a lesão, mais intensa é a degeneração dos MN, que 
passam por uma série de alterações, denominadas, em conjunto, cromatólise 
(Lieberman, 1971). Incluídos neste contexto, estão o edema do corpo celular, o 
deslocamento do núcleo para a periferia da célula e a dissolução da substância de Nissl. 
A perda de conexão do motoneurônio com seu alvo periférico gera interrupção de 
fornecimento, aos MN, de fatores neurotróficos produzidos pelo alvo que, juntamente 
com o trauma vascular e excitoxidade, drasticamente reduz o número de MN 
sobreviventes. Após lesões ao Sistema Nervoso (SN) há um aumento na produção de 
diferentes moléculas (Taniuchi et al., 1988) como fator neurotrófico ciliar (CNTF), fator 
neurotrófico derivado do cérebro e da glia (BDNF, GDNF), neurotrofina-3 (NT-3) e fator 
de crescimento endotelial vascular (VEGF). Porém, mesmo com a aumentada expressão 
gênica desses fatores, os níveis dessas substâncias não são altos o bastante para 
realmente proteger o tecido após lesão. 
A avulsão de raízes ventrais leva a morte de 80% dos MN com 2 semanas após a 
lesão (Koliatsos et al., 1994). Apesar do modelo de AI ser uma lesão comparativamente 
mais proximal e que em teoria geraria maior morte neuronal quando comparada a 
avulsão, a AI em gatos gera a morte de cerca de 50% da população neuronal com 1 a 3 
semanas após a lesão (Linda et al., 2000), sobrevivência similar a encontrada após 
esmagamento de raízes ventrais (Spejo et al., 2013). Isso provavelmente remete ao fato 
do modelo poupar alguns MN de localização mais medial (Risling et al., 1983), mas 
também por peculiaridades desse tipo de lesão que favorecem a sobrevivência e 
regeneração axonal. 
Adicionalmente à morte de MN, ocorre degeneração de oligodendrócitos, gerando 
perda de mielina, bloqueando ou reduzindo a transmissão dos potenciais de ação (Leal-
Filho, 2011). Distalmente ao sítio da lesão, no microambiente do SNP, os estágios iniciais 
de degeneração Walleriana levam à fagocitose dos fragmentos de mielina. Neste 
sentido, as células gliais e infiltrantes liberam citocinas pró-inflamatórias e moléculas 
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quimioatrativas, que recrutam macrófagos para fagocitar os restos de mielina (Watkins 
and Maier, 2002).  
A plasticidade do SN faz com que, após uma lesão, ocorra remodelação estrutural e 
funcional de seus circuitos. Uma das modificações mais significativas, após lesão que 
resulte na interrupção do contato entre o motoneurônio e as fibras musculares, é a 
retração de botões sinápticos da superfície da célula axotomizada (Brannstrom and 
Kellerth, 1998; Purves and Lichtman, 1978), diminuindo ou mesmo abolindo a 
transmissão sináptica (Delgado-Garcia et al., 1988; Purves, 1975; Takata and 
Nagahama, 1983). Similar perda sináptica também ocorre em doenças 
neurodegenerativas.  
Linda e colaboradores, 2000, mostraram que a AI de MN resulta em profunda 
redução no número de terminais apostos ao corpo celular e dendritos proximais, com 
máximo efeito 3 semanas após a lesão. Nesse período apenas 12 a 25% do número 
normal de terminais permaneceram no corpo celular e 22 a 33% persistiram nos 
dendritos proximais. A partir da terceira semana um gradual aumento na cobertura 
sináptica aconteceu, alcançando níveis normais com 34 semanas após AI. Ainda, foi 
observada, já com 2 dias após a lesão e mais evidentemente com 3 semanas, eliminação 
preferencial de terminais sinápticos glutamatérgicos, que pode refletir uma 
reorganização ativa para diminuir a influência excitotóxica do glutamato nos neurônios 
lesionados, dessa forma promovendo a sobrevivência dos MN axotomizados. Além 
disso, a mudança na organização sináptica em direção à inibição ajudaria a suprimir 
atividade elétrica improdutiva, dando lugar ao metabolismo com objetivo de reparar a 
célula. É importante ressaltar que parte da eliminação sináptica no modelo de AI também 
se deve à lesão direta nos tratos reticuloespinal pontino e vestibuloespinal lateral (Figura 
1), ambos conhecidos por fazer conexão sináptica excitatória em MN (Linda et al., 2000; 
Wilson and Peterson, 1981), e em vias inibitórias aos MN, através de danos aos 
interneurônios inibitórios, parte da via recorrente inibitória das células de Renshaw (Linda 
et al., 2000). 
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Figura 1. Esquema de corte transversal da medula espinal indicando os tractos das 
vias aferentes e eferentes presentes na substância branca medular em ratos e 
humanos. Em ratos, no funículo anterior observa-se a presença parcial dos tractos 
descendentes reticuloespinal e corticoespinal e a presença total do tracto 
descendente vestibuloespinal. Ainda, observa-se em totalidade o tracto ascendente 
espinotalâmico e parte do tracto ascendente espinocerebelar. É possível que, em 
maior ou menor extensão, a lesão no funículo anterior também esteja acometendo 
esses tractos (Kjell and Olson, 2016). 
 
 1.2.2 – Gliose Reativa e Inflamação 
 
Lesões proximais promovem a abertura da barreira hematoencefálica (BHE), 
facilitando o influxo de células provenientes do sangue, aumentando a inflamação e 
reação glial (Aldskogius et al., 1999; Biscola et al., 2017; Fraher, 2000; Kozlova, 2003). 
Uma cascata inflamatória é iniciada após o trauma à medula espinal. Em modelos 
de LM em roedores, neutrófilos são recrutados a partir da circulação sanguínea e as 
células gliais do SNC (astrócitos e microglia) são ativadas dentro das primeiras 24 horas 
após lesão (Gensel and Zhang, 2015). O pico de neutrófilos ocorre no primeiro dia pós 
lesão, seguido por um declínio acentuado (David et al., 2012; Donnelly and Popovich, 
2008; Yang et al., 2005). Em alguns casos, um segundo pico de neutrófilos é também 
visto em 2 semanas. Pouco tempo depois (2-3 dias após lesão), monócitos derivados da 
circulação sanguínea migram para o local da lesão, onde se diferenciam em macrófagos 
(Gensel and Zhang, 2015). No 7º dia pós lesão, é difícil distinguir a microglia ativada de 
macrófagos de origem periférica, porque ambos exibem morfologia e fenótipo antigênico 
semelhante (David et al., 2012; Sroga et al., 2003). O número de células microgliais e de 
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macrófagos, em modelos animais, cresce até atingir um pico com 7 a 10 dias pós lesão 
e permanecem no tecido por longos períodos, de várias semanas a meses, como ocorre 
na lesão em humanos. Estes dados foram relatados em diversas publicações, sendo 
revisados por Donnelly e Popovich (David et al., 2012; Donnelly and Popovich, 2008). 
Em ratos, diferentemente do homem, há um aumento do número de células T durante a 
primeira semana após a lesão (David et al., 2012; Sroga et al., 2003). 
As lesões medulares também induzem uma série de alterações em células 
residentes do SNC. Tanto astrócitos quanto a microglia tornam-se reativos, constituindo 
a chamada gliose reativa (Eng et al., 2000; Norton et al., 1992; Privat et al., 1981). 
Metaloproteases de matriz, enzimas proteolíticas e oxidativas e citocinas pró-
inflamatórias, produzidas por neutrófilos e macrófagos infiltrantes, conjuntamente com a 
microglia residente, induzem processo reativo de morte celular secundária no tecido que 
cerca o local original da lesão, denominada área de penumbra (Wright et al., 2011). Esse 
dano secundário se prolonga por dias e semanas após a lesão, o que pode levar a um 
aumento na cavitação e formação de cistos no centro da lesão, exacerbando a disfunção 
neurológica (Carlson et al., 1998; Wright et al., 2011). 
Os efeitos nocivos tornam-se maiores se a resposta inflamatória não é encerrada 
dentro do tempo adequado, ou se não se restringe ao epicentro da lesão. Portanto, o 
conceito atual converge para a modulação da resposta inflamatória após LM no sentido 
de reparação tecidual, limitando seus efeitos colaterais prejudiciais, ao invés de bloquear 
a resposta inflamatória por completo (David et al., 2012).  
Paradoxalmente, a inflamação também pode ser uma resposta benéfica pós lesão. 
A fagocitose, por macrófagos, de fragmentos de mielina na medula espinal injuriada é 
essencial para posterior regeneração, uma vez que proteínas da mielina são inibidoras 
da regeneração axonal. Vários estudos independentes demonstraram que os 
macrófagos são capazes de secretar fatores neurotróficos (Dougherty et al., 2000; 
Hashimoto et al., 2005; Shechter et al., 2009), promover a remoção de restos teciduais 
(Shechter et al., 2009; Simard et al., 2006; Smith, 2001), modular a excitotoxicidade 
glutamatérgica (Donnelly and Popovich, 2008; Rimaniol et al., 2000; van Landeghem et 
al., 2001) e secretar fatores que podem superar as propriedades inibidoras da mielina, 
levando ao crescimento axonal (David et al., 1990; David et al., 2012; Donnelly and 
Popovich, 2008). 
Macrófagos que invadem o local da lesão podem, portanto, causar tanto lesão 
tecidual, quanto facilitar o reparo. Esse efeito depende do equilíbrio entre os subtipos de 
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macrófagos envolvidos. Macrófagos alternativamente ativados, anti-inflamatórios, 
resultado da exposição a citocinas produzidas por células Th2, como interleucina 4 (IL-
4) e interleucina 13 (IL-13) (M2, arginase-1 ou CD206-positivo) promovem reparo, 
enquanto macrófagos classicamente ativados, pró-inflamatórios, originários da 
exposição a produtos de células Th-1, como interferon-gama (IFN-γ) e fator de necrose 
tumoral α (TNF-α), (M1, iNOS ou CD16/32 positivo) promovem danos (Kigerl et al., 2009).  
Macrófagos M1 contribuem para a formação da cicatriz glial inibidora do crescimento 
axonal e produção de espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico. Ainda, conduzem à 
inflamação e dano tecidual, criando um ambiente hostil no local da lesão, o que resulta 
na natureza regenerativa limitada da medula lesionada (Shechter and Schwartz, 2013; 
Zhou et al., 2014). Macrófagos M1 ativados produzem moléculas pró-inflamatórias, tais 
como interleucina 1β (IL-1β), interleucina 6 (IL-6), interleucina 12 (IL-12), interleucina 23 
(IL-23), TNF-α, IFN-γ, quimiocina ligante do motivo C-C tipo 5 (CCL5), NADPH oxidases, 
óxido nítrico sintase induzível (iNOS), intermediários tóxicos e receptores opsônicos 
(Akiyama et al., 2000; Bellora et al., 2010; Brown, 2007; Gordon and Taylor, 2005; 
Gutteridge and Halliwell, 1989; Heinrich et al., 1998; Patel et al., 2005; Pratico et al., 
2001; Ravetch and Kinet, 1991; Unkeless et al., 1988; Zhou et al., 2014). A ativação 
clássica também provoca a liberação de enzimas proteolíticas, que podem conduzir à 
deterioração da matriz extracelular, gerando destruição celular (Chandler et al., 1995; 
Maeda and Sobel, 1996; Rosenberg, 2009; Rosenberg et al., 2001; Shiryaev et al., 2009; 
Zhou et al., 2014). 
Macrófagos M2 apresentam maior capacidade fagocítica e propriedades de 
resolução da inflamação, suporte trófico neural e axonal e degradação da cicatriz glial 
(Shechter and Schwartz, 2013), contribuindo assim para a cicatrização de feridas e 
remodelação de tecidos (Ren and Young, 2013). Macrófagos M2 podem ser separados 
em pelo menos três subgrupos diferentes baseado no tipo de estímulo e a subsequente 
expressão de moléculas de superfície e citocinas (Ren and Young, 2013). 
Macrófagos M2A (arginase-1 positivos) são induzidos por IL-4 e IL-13, participando 
principalmente na redução da inflamação e aumento da fagocitose (Varnum and Ikezu, 
2012; Zhou et al., 2014).  
Macrófagos M2B contribuem para a depuração de espécies reativas de oxigênio e 
nitrogênio liberadas durante a ativação M1 e participam na produção de quimiocina 
ligante do motivo C-C tipo 1 (CCL1) e IL-10 (interleucina 10) (Zhou et al., 2014). IL-10 é 
uma citocina anti-inflamatória chave que facilita a remodelação de tecidos (Gensel and 
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Zhang, 2015; Novak and Koh, 2013; Thompson et al., 2013). Shechter e colaboradores, 
2009, demonstraram que a infiltração de macrófagos derivados de monócitos contribui 
para a recuperação após LM, por mediar papel imunorregulatório através da secreção 
da citocina anti-inflamatória IL-10 (Shechter et al., 2009).  
Durante as fases proliferativas mais tardias a liberação de IL-10 mediada por M2B 
provavelmente estimula a ativação de macrófagos M2C (Gensel and Zhang, 2015; 
Mantovani et al., 2004; Novak and Koh, 2013). A fase de remodelação é dominada 
principalmente por macrófagos M2C, com alta expressão de TGF-β (fator de 
transformação do crescimento beta) e CD206 e decréscimo na expressão de arginase-1 
(Gensel and Zhang, 2015; Lech and Anders, 2013; Novak and Koh, 2013). Finalmente, 
quando a remodelação é completa, os macrófagos adotam um fenótipo desativado e a 
inflamação é resolvida. Em modelo de AI, um elevado número de macrófagos foi 
encontrado no tecido cicatricial por várias semanas (Frisen et al., 1994).  
Astrócitos reativos também contribuem com a liberação de citocinas pró e anti-
inflamatórias como TGF-β, TNF-α, IFN-γ e interleucinas 1 (IL-1) e 6, que modulam 
inflamação e mecanismos de lesão secundária (Karimi-Abdolrezaee and Billakanti, 
2012). Evidências sugerem que citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1β e IL-6 são 
os principais desencadeadores da reatividade astroglial na fase aguda (Karimi-
Abdolrezaee and Billakanti, 2012; Kordek et al., 1996; Lin et al., 2006). A citocina pró-
inflamatória IL-6 induz inflamação na fase aguda, porém promove migração de astrócitos 
e reparo substancial na fase subaguda (Okada et al., 2006).  
A reatividade astroglial acompanha a maioria das patologias no cérebro, medula 
espinal e retina (Pekny et al., 2014), estando também ligada ao envelhecimento. No 
entanto, os astrócitos reativos também exercem neurorreparação após lesão. Secretam 
fatores neurotróficos, participam da reconstrução da BHE, limitando a infiltração de 
leucócitos e ativação da microglia residente. Modulam o fluxo sanguíneo pela liberação 
de vasoconstritores, regulando o diâmetro dos vasos sanguíneos, retiram o excesso de 
glutamato da fenda sináptica, produzem antioxidantes como a glutationa, representando 
uma defesa contra o estresse oxidativo e cercam o local da lesão impedindo seu 
espalhamento para áreas não lesionadas (Karimi-Abdolrezaee and Billakanti, 2012). 
Dessa forma, a reatividade astroglial se mostra indispensável para minimizar a extensão 
de lesões à medula espinal em seus estágios iniciais, embora exerça uma função lesiva 
e anti-regenerativa nos períodos mais crônicos. 
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 1.2.3 – Regeneração axonal e Cicatriz glial 
 
O SN é dotado de potencial regenerativo após lesão, contudo, tal capacidade, é 
altamente dependente da correta expressão temporal dos diversos fatores de 
crescimento e componentes da matriz extracelular, bem como da interação entre os 
axônios em regeneração com as células não neuronais (Barnes, 1985; Ide, 1996). No 
microambiente do SNC, contudo, a regeneração axonal é bastante reduzida, sendo 
impedida pela cicatriz glial que se estabelece no local da lesão. 
Astrócitos reativos se acumulam na margem da lesão na primeira semana pós-lesão 
e começam a formar a cicatriz glial, sendo seu maior constituinte. Tal cicatriz representa 
uma barreira que isola o local da lesão primária, prevenindo o espalhamento de 
alterações metabólicas e funcionais secundárias para áreas não afetadas (Profyris et al., 
2004).  
Moléculas que inibem o crescimento dos axônios danificados são expressas nesse 
local. Essas moléculas podem ser divididas em duas categorias: (1) moléculas inibitórias 
associadas à mielina, como Nogo-A, MAG (glicoproteína associada a mielina) e OMgp 
(glicoproteína da mielina de oligodendrócitos) e (2) moléculas sintetizadas por 
componentes celulares da cicatriz glial. Neste segundo grupo, apresentam maior 
importância os proteoglicanos ricos em condroitin sulfato (CS) (Kordek et al., 1996), 
produzidos pelos astrócitos reativos em um esforço para reestabelecer a BHE (Fawcett 
and Asher, 1999; Wright et al., 2014), que incluem subgrupos como NG2, neurocan, 
versican, brevican e fosfacan (Profyris et al., 2004).  
Jones e colaboradores, 2003, mostraram que os diferentes tipos de CS são 
diferencialmente regulados após uma LM. Neurocan, versican e brevican têm 
seu pico com 2 semanas pós lesão. Neurocan e versican persistem elevados até 4 
semanas. Porém, a expressão de brevican permanece alta até o último tempo de 
análise do trabalho, 2 meses, onde fosfacan teve seu pico. NG2, o CS mais 
amplamente expresso após LM, teve pico de expressão 1 semana pós 
lesão, porém seus níveis continuaram altos até 2 meses pós lesão (Jones et al., 2003). 
Hu e colaboradores mostraram que a formação da cicatriz glial é definida 4 semanas 
após lesão e que a morfologia da mesma se mantém até 16 semanas. Dupla marcação 
para neurofilamento 200kD (NF-200) e proteína fibrilar glial ácida (GFAP) (marcador de 
astrócitos) mostrou que astrócitos formam uma barreira que obstrui a extensão de 
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axônios em regeneração (Hu et al., 2010). Nesse sentido, tratamento com a enzima que 
digere CS promove crescimento axonal e recuperação funcional (Bradbury et al., 2002). 
Em modelo de AI em gatos, o estudo da cicatriz glial por microscopia eletrônica 
revelou no funículo anterior numerosos processos astrogliais e fagócitos carregados de 
lipídeos na área da lesão entremeados a corpos mielínicos e axônios mielínicos 
remanescentes grosseiramente distorcidos. A região degenerada continha tanto restos 
de axônios mielinizados desintegrados quanto intactos com curso longitudinal (Risling et 
al., 1983). Os dendritos ficaram mais finos e menos numerosos, sendo que a área de 
superfície dendrítica diminuiu aproximadamente pela metade  (Lindå et al., 1992). 
A lesão axonal periférica é comumente acompanhada de regeneração, enquanto que 
após lesão no SNC o prognóstico é desfavorável. Surpreendentemente, após AI de MN 
através de lesão perfurante no funículo anterior em gatos, neurônios foram capazes de 
gerar novos axônios e reentrar nas raízes ventrais durante o primeiro mês pós lesão 
(Lindå et al., 1992; Risling et al., 1983) (Figura 2). Já com 8 dias após AI a área da lesão 
foi preenchida por axônios mielinizados de grande calibre e não mielinizados, que 
sobreviveram por pelo menos várias semanas. O segmento final da raiz lesionada foi 
alcançado por axônios em regeneração 5 semanas após a lesão. Boa parte dos axônios 
em regeneração marcados intracelularmente com a enzima peroxidase do rábano 
silvestre (HRP) alcançaram a junção da raiz ventral na interface do SNC/SNP, porém 
alguns apresentaram cursos aberrantes ou terminais na região da lesão (Risling et al., 
1983). Dessa forma, MN se mostra como um bom modelo para o estudo de fatores que 
possam promover regeneração axonal central (Lindå et al., 1992). 
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Figura 2. (A) Reconstrução de neurônio alfa medular espinal 7 semanas após AI 
em gato. Note a grande quantidade de finos brotamentos axonais projetados na região 
da cicatriz glial. A região com pontos dispersos indica a extensão de tecido cicatricial 
no nível em que o axônio regenerando atravessou a região da cicatriz. A área com 
pontos densamente próximos simboliza a zona degenerativa, contendo número 
reduzido de fibras mielínicas longitudinais de projeção (Lindå et al., 1992). (B) 
Desenho esquemático representando a cicatriz glial formada após AI de MN através 
de incisão longitudinal no funículo anterior. Observa-se que o MN axotomizado 
apresenta duas estruturas axonais regenerando através da cicatriz glial, alcançando 
as raízes ventrais (Risling et al., 1993). 
 
Após AI os neurônios têm respostas regenerativas diferentes dependendo 
principalmente de sua posição no corno ventral, o que afeta a proximidade da axotomia 
em relação ao corpo celular. As diferentes respostas dos MN de gatos, axotomizados 
intramedularmente, foram caracterizadas através de microscopia eletrônica. Os 
neurônios lesionados muito proximalmente ao corpo celular sofreram morte celular 
(Lindå et al., 1992). Nos raros locais onde a incisão invadiu a parte ventral do corno 
ventral, os grandes neurônios normalmente presentes estavam completamente ausentes 
(Risling et al., 1983). Neurônios axotomizados proximalmente geraram novos axônios a 
partir do corpo celular ou de dendritos distais, todos eles sem um segmento inicial 
histologicamente típico, com bainha de mielina muito fina e intermitente (Lindå et al., 
1992). Aos axônios formados a partir de dendritos distais deu-se o nome de 
“dendraxônios” (Linda et al., 1985). Não se sabe se nesse caso, além da axotomia, uma 
lesão dendrítica também ocorreu, tendo em vista que há também inúmeros dendritos na 
área da lesão. Mais de um desses processos podem ser gerados para cada MN e alguns 
A B 
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dendraxônios foram vistos ultrapassando a cicatriz glial e entrando no SNP, onde foram 
mielinizados por células de Schwann (Linda et al., 1985). Quando a axotomia foi 
comparativamente mais distante ao corpo celular (porém ainda no funículo anterior), 
deixando um coto axonal proximal comparativamente mais longo, o próprio axônio 
persistiu e regenerou, o que foi observado pela presença de um segmento inicial típico 
e origem no corpo celular ou dendrito proximal de primeira ordem (Lindå et al., 1992). 
Essa inesperada capacidade regenerativa é provavelmente resultado de uma 
variedade de efeitos exercidos pela cicatriz glial central, raízes ventrais denervadas e 
propriedades intrínsecas dos MN (Cullheim et al., 2002a).  
Um possível fator extrínseco que aumenta a capacidade regenerativa no modelo de 
AI é a proximidade entre o local da lesão e o tecido periférico denervado na raiz ventral 
(Cullheim et al., 1989; Lindå et al., 1992). Sabe-se que, após alcançar a zona de 
transição, os axônios podem regenerar mais livremente através do ambiente permissivo 
do SNP (Fraher, 2000). 
Uma característica particular do modelo de AI que poderia contribuir para a 
capacidade regenerativa e sobrevivência encontrada é a falha ao restabelecer a BHE. 
Essa falha foi observada até 7 meses após a lesão (período máximo estudado) (Risling 
et al., 1989), enquanto que, após outros modelos de LM traumática a BHE se reorganiza 
com 4 semanas após a lesão. É possível que a falha em restabelecer a BHE esteja ligada 
à sobrevivência de brotos axonais por longos períodos, uma vez que a mesma possa dar 
acesso a substâncias sanguíneas com papel na regeneração axonal (Risling et al., 
1989). 
A BHE deficiente pode, ainda, representar uma rota para a entrada de fator de 
crescimento do nervo (NGF) e substâncias relacionadas (Risling et al., 1993), o que 
poderia ter impacto positivo na regeneração, uma vez que foi mostrado que MN após AI 
apresentam imunorreatividade para receptor de baixa afinidade para NGF, enquanto MN 
não lesionados não apresentam tal expressão. Similar expressão em MN, porém em 
menor intensidade, foi observada em modelo de avulsão de raízes ventrais. Esse 
receptor também se encontrou expresso em capilares e interstício na região da cicatriz 
glial (Risling et al., 1992). O receptor de baixa afinidade para NGF pode também se ligar 
a BDNF e NT3 (Ernfors et al., 1990; Risling et al., 1992). Nesse contexto, o NGF (e 
moléculas similares) parece ter papel biológico mais amplo que o de sobrevivência 
neuronal e regeneração axonal. Foi sugerido que o NGF se liga ao seu receptor de 
dissociação rápida (baixa afinidade) e, desse modo, se concentra na superfície das 
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células de Schwann. Os axônios em regeneração são então guiados ao longo da 
superfície celular das células de Schwann pela ligação de NGF aos seus próprios 
receptores (Johnson et al., 1988; Risling et al., 1992). Ainda não se sabe se as células 
do tecido cicatricial podem desempenhar um papel semelhante na promoção da 
regeneração axonal pela concentração de fatores neurotróficos (Risling et al., 1992).  
Astrócitos que proliferam e hipertrofiam em resposta à lesão, formando a cicatriz glial 
têm sido ligados a inibição do crescimento axonal. Entretanto, alguns trabalhos têm 
revisto essa idéia e mostrado o papel da cicatriz glial e de astrócitos no sentido de 
promover o crescimento axonal (Anderson et al., 2016; Frisen et al., 1995). Astrócitos 
não inibem o crescimento axonal in vitro (Frisen et al., 1994; Noble et al., 1984), secretam 
fatores neurotróficos (Frisén et al., 1994; Rudge et al., 1992) e moléculas de matriz 
promotoras de crescimento axonal (Frisen et al., 1994; Wujek et al., 1990). Uma possível 
explicação para essas características contraditórias pode ser que os astrócitos assumam 
diferentes fenótipos em diferentes situações (Frisén et al., 1994; Mansour et al., 1990). 
Frisén e colaboradores, 1995, caracterizaram a cicatriz glial formada em modelo de AI 
em ratos e gatos. Proeminente gliose e forte imunomarcação para laminina foi observada 
de 4 dias a 1 ano após a lesão. Axônios passando pela cicatriz glial apresentavam-se 
revestidos predominantemente por astrócitos, cuja superfície celular continha alta 
imunorreatividade para laminina, molécula estimuladora do crescimento e orientação 
axonal (Frisen et al., 1995). Já foi demonstrado que fator de crescimento fibroblástico 
tipo 2 (FGF2), molécula altamente expressa após lesões centrais e produzida 
predominantemente por macrófagos infiltrantes, pode regular a proliferação glial e induzir 
a produção de laminina e NGF por astrócitos, provavelmente induzindo um fenótipo 
astrocitário permissivo ao crescimento axonal (Baghdassarian et al., 1993; Frisen et al., 
1994; Lindholm et al., 1992; Lindholm et al., 1990; Logan et al., 1994; Toru-Delbauffe et 
al., 1992). Com 3 semanas após a lesão, colágeno tipo IV e laminina formam cordões 
conectando o corno ventral com a raiz ventral e axônios em regeneração foram 
observados em íntima relação com a essas estruturas (Risling et al., 1993). Ainda, 
aumentada expressão gênica de receptores para lamininas acontece nos MN lesionados 
(Cullheim et al., 2002b). Dessa forma, a ideia de que a CG é impedidora da regeneração 
axonal não é sustentada pelas observações após lesão no funículo anterior ou reimplante 
de raiz ventral (Risling et al., 1993). 
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1.3 – Selante de fibrina 
 
Biomatrizes podem ser especialmente importantes no tratamento de transecção ou 
laceração da medula espinal, onde resta um espaço a ser preenchido, no qual a biomatriz 
pode agir como uma ponte para axônios em regeneração. Dentre as biomatrizes 
biodegradáveis destacam-se os polímeros naturais e os implantes sintéticos, para o 
reparo da medula espinal (Joosten, 2012). Dentre os polímeros naturais destacam-se o 
colágeno e alginato, dentre os implantes sintéticos destacam-se o matrigel, matrizes de 
fibrina e fibronectina e ácidos poli (alfa-hidróxi) (Joosten, 2012).  
Tendo-se em vista que a lesão intramedular empregada no presente estudo resulta 
em descontinuidade da substância branca medular, uma alternativa é o emprego de 
arcabouço de fibrina. Tal arcabouço, apresentado sob forma de selante de fibrina (SF), 
vem sendo utilizada em neurocirurgia há mais de 20 anos e não induz danos ao SN (de 
Vries et al., 2002). O SF previne a perda de fluidos, promove adesão tecidual, reduz o 
tempo de cirurgia e diminui hemorragia (Barros et al., 2009; Biscola et al., 2016). 
Biomatrizes podem atuar como veículos para agentes terapêuticos, tais como os fatores 
neurotróficos ou células tronco (Cheng et al., 2005; Iwakawa et al., 2001; Petter-Puchner 
et al., 2007; Teng et al., 2002). Ainda assim, foram levantadas preocupações sobre a 
segurança e potencial imunogenicidade devido ao caráter alo/xenogênico dos 
compostos (Petter-Puchner et al., 2007). 
O selante de fibrina heterólogo produzido pelo CEVAP (Centro de Estudo de 
Venenos e Animais Peçonhentos) - Botucatu é composto por constituintes animais 
certificados, incluindo um crioprecipitado rico em fibrinogênio derivado de búfalos e uma 
enzima similar à trombina obtida do veneno de serpente Crotalus durissus terrificus, 
popularmente chamada cascavel (Barros et al., 2009; Barros et al., 2011; Biscola et al., 
2017; Ferreira Junior, 2014; Ferreira Junior et al., 2017), mimetizando o último passo da 
cascata de coagulação sanguínea, com a formação de densa rede de fibrina (Lerner and 
Binur, 1990; Moraes et al., 2004). Nesse tipo de selante, o fibrinogênio humano é 
substituído por crioprecipitado contendo fibrinogênio proveniente do fracionamento do 
sangue de búfalos, que interage com a fração “trombina-símile” do veneno de serpente, 
liberando fibrina monomérica. Esta, na presença de cálcio e fator XIII é convertida em 
polímeros com propriedade adesiva e hemostática, formando um arcabouço 
tridimensional (Moraes et al., 2004). A polimerização pode ser modulada de acordo com 
variações na quantidade e concentração dos componentes do selante, o que o torna 
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adequado para aplicação nos locais de lesão, permitindo polimerização in situ (Liu et al., 
2013). 
Tem-se como vantagens ao selante de fibrina comercial (SFc), disponível no 
mercado, a possibilidade de formulação personalizada, levando-se em conta o tempo de 
coagulação necessário. Também, é possível controlar o tempo de degradação do 
selante. É mais barato que o SFc, uma vez que a tecnologia e produção é nacional e foi 
otimizada (Barros et al., 2009; Biscola et al., 2017; Ferreira Junior, 2014). Além de utilizar 
a trombina-símile do veneno de serpente, em substituição à trombina humana em sua 
formulação, o fibrinogênio é substituído por crioprecipitado de origem animal, o que 
impossibilita a transmissão de doenças infectocontagiosas como a AIDS e hepatites 
(Barros et al., 2009; Costa et al., 2009). 
O SF proveniente do veneno de serpente tem sido testado em diferentes situações. 
Em situação de reparo uterino de caninos lacerados no lugar da sutura convencional 
(Moraes et al., 2004), em ratos com feridas hepáticas (Moraes et al., 2004) e em cirurgias 
periodontais em humanos para enxerto de gengiva no lugar de suturas convencionais 
(Barbosa et al., 2008). Após mais de 20 anos de pesquisa, o SF do CEVAP está sob 
testes clínicos (Abbade et al., 2015; Barbosa et al., 2007; Barbosa et al., 2008; Biscola 
et al., 2017; Chiquito and GCM, 2007; Gatti et al., 2011; Stolf, 1999). 
No cérebro, o SFc é principalmente usado para conter ou prevenir o vazamento de 
líquor, promovendo a selagem da dura-máter associado ou substituindo suturas (Biscola 
et al., 2017; Cappabianca et al., 2010; Green et al., 2014; Hobbs et al., 2011; Hutchinson 
et al., 2011; Kassam et al., 2003; Yoshimoto et al., 1997). Em modelo de AVC isquêmico, 
o SFc também já foi usado associado com células tronco pluripotentes induzidas e 
aplicado subduralmente, gerando recuperação funcional (Biscola et al., 2017; Hu et al., 
2010). 
Para o tratamento de lesões medulares, o SFc foi usado com sucesso associado a 
fator de crescimento fibroblástico (FGF) e células de Schwann humanas em modelo de 
transecção de medula espinal em ratos, promovendo a redução da degeneração axonal 
retrógrada e regeneração (Biscola et al., 2017; Guest et al., 1997). Foi também usado 
em associação a FGF em humanos em casos de LM, para prevenir o vazamento de 
líquor após cirurgia e também gerou melhora motora e sensorial (Biscola et al., 2017; Wu 
et al., 2011). Foi ainda complexado com FGF e enxertos de nervo periférico que foram 
colocados no gap de 5 mm em LM por transecção. Nesse estudo, o tratamento com FGF 
induziu a expressão de IL-4, enquanto os enxertos induziram a expressão de NGF e 
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BDNF. O mesmo tratamento foi usado em animais com LM completa crônica, através da 
remoção do tecido cicatricial, restabelecendo certo grau se função das patas traseira 
(Biscola et al., 2017; Fraidakis, 2010; Olson, 2013). Regeneração e recuperação motora 
também foi vista após tratamento com SFc, fator de crescimento fibroblástico tipo 1 
(FGF1) e enxerto de nervo após transecção medular em ratos (Biscola et al., 2017; Tsai 
et al., 2005). Em modelo de contusão medular em ratos, o SFc foi associado a uma 
proteína (BA-210), gerando recuperação funcional (Biscola et al., 2017; Lord-Fontaine et 
al., 2008). 
Embora trabalhos mostrem um potencial papel para o SF como arcabouço, a ação 
do SF em si não foi totalmente avaliada (Biscola et al., 2017; Lord-Fontaine et al., 2008). 
Nenhum dos trabalhos citados avaliou um grupo experimental em que somente o SF 
fosse aplicado. Em contrapartida, Petter-Puchner e colaboradores, 2007, mostraram 
efeitos neuroprotetores do SFc utilizado sozinho para preencher o gap após LM. O SF 
Tissucol (Baxter) gerou uma resposta inflamatória causada por macrófagos com 3 a 7 
dias depois da lesão. Isso não causou maiores déficits nos testes comportamentais ou 
avaliações de reflexos. Com 28 dias após a lesão, o recrutamento de macrófagos e 
microglia diminuiu substancialmente, já não havendo diferença entre grupos. Ainda, no 
grupo tratado com SFc observou-se benefícios na função motora e recuperação 
proprioceptiva (Biscola et al., 2017; Petter-Puchner et al., 2007). 
Para o tratamento de lesões de raízes ventrais e dorsais em modelo de avulsão, o 
reimplante de raízes fisicamente separadas da medula espinal com o SF do CEVAP 
resultou em preservação sináptica em corpos de MN axotomizados, aumentada 
expressão gênica de fatores tróficos e recuperação funcional (Araujo et al., 2017; 
Barbizan et al., 2014; Barbizan et al., 2013; Benitez et al., 2014; Biscola et al., 2017; 
Spejo et al., 2013; Vidigal de Castro et al., 2016).  
No SNP, o SF pode suplementar ou substituir suturas e apresentar vantagens 
incluindo redução do tempo de cirurgia (Biscola et al., 2017; Félix et al., 2013; Isaacs, 
2010). O uso de SFc associado à tubulização do nervo fibular demonstrou que o SF 
permite a regeneração nervosa e recuperação funcional sem formação de neuroma 
(Biscola et al., 2017; Pertici et al., 2014; Rafijah et al., 2013). Wood e colaboradores, 
2012, avaliaram os efeitos de microesferas de GDNF associadas ao SFc, mostrando 
melhor regeneração axonal e tamanho dos axônios regenerados (Biscola et al., 2017; 
Wood et al., 2012). Conduítes tubulares preparados com SFc podem também melhorar 
a recuperação da massa muscular e sprouting axonal após lesão nervosa periférica 
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(Biscola et al., 2017; Kalbermatten et al., 2009; Pettersson et al., 2010). Tratamento com 
SFc associado a células mononucleares após lesão do nervo isquiático gerou melhores 
resultados em parâmetros morfométricos em relação ao SFc usado sozinho (Biscola et 
al., 2017; Kurwale et al., 2015). Cartarozzi e colaboradores, 2015, também observaram 
regeneração do nervo isquiático após combinação de CTM e SF do CEVAP com 
próteses tubulares de policaprolactona após transecção de nervo, melhorando a 
reatividade de células de Schwann, mielinização e recuperação da marcha (Biscola et 
al., 2017; Cartarozzi et al., 2015). O SFc misturado com neurotrofina-4 já foi utilizado em 
animais que tiveram nervos transeccionados. Os animais que receberam o tratamento 
tiveram aumento no índice de função do nervo isquiático, além de incremento no número 
de axônios regenerados e aumento da espessura da bainha de mielina (Yin et al., 2001).  
A comparação entre o SF do CEVAP e o SFc revelou similar performance para 
reparo de nervos periféricos (Biscola et al., 2016; Biscola et al., 2017) e raízes nervosas 
(Vidigal de Castro et al., 2016). 
 
1.4 - Células tronco mesenquimais 
 
Tratamentos com células tronco mesenquimais (CTM) podem ser agrupados em 
duas estratégias principais: neuroproteção e regeneração. Neuroproteção se refere à 
inibição da morte de células do tecido danificado, enquanto regeneração se refere ao 
reparo de axônios danificados ou brotamento de novos axônios para reinervar os alvos 
(Azari et al., 2010). 
CTM secretam, dependendo do estímulo que recebem no microambiente da lesão, 
vários fatores de crescimento neurotróficos e angiogênicos, incluindo BDNF, NGF, fator 
de crescimento semelhante à insulina (IGF), fator estimulador de colônias de granulócitos 
(GM-CSF), FGF2, TGF-β, fator de crescimento de hepatócitos (HGF), angiopoetina e 
VEGF (Kalinina et al., 2011; Lopatina et al., 2011; Rubina et al., 2009). Rodrigues Hell e 
colaboradores, 2009, demonstraram em modelo de avulsão de raiz ventral que o 
implante de CTM promove aumento dos transcritos para BDNF com 2 semanas após a 
lesão. Essa aumentada expressão gênica foi correlacionada com preservação sináptica, 
maior sobrevivência neuronal e diminuição da astrogliose reativa (Rodrigues Hell et al., 
2009). Similar elevação na expressão de BDNF após avulsão foi relatada após terapia 
com células mononucleares (Barbizan et al., 2013). 
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Células injetadas localmente em área lesionada podem também liberar 
microvesículas/exossomos que são enriquecidos com lipídios bioativos (esfingosina-1-
fosfato) que podem promover tanto a vascularização de órgãos danificados quanto a 
inibição da apoptose celular (Ratajczak et al., 2010). Após LM e tratamento com CTM, 
foi reportada uma queda na expressão de moléculas apoptóticas e aumentada 
expressão gênica de moléculas anti-apoptóticas (Dasari et al., 2007).  
A diminuição do fluxo sanguíneo após LM, com consequente hipóxia e carência de 
nutrientes às células nervosas, afeta diretamente neurônios, mas também induz 
respostas fisiológicas de proteção pela ativação de genes induzidos. Estes podem 
proteger a célula contra apoptose e recuperar o fluxo sanguíneo por neovascularização. 
Um importante fator angiogênico induzido por hipóxia é o VEGF, que apresenta papel 
neurotrófico, neuroprotetor e efeitos neuroproliferativos (Greenberg and Jin, 2005; Rong 
et al., 2012). A falta desse fator pode contribuir para a desestabilização dos vasos e a 
impossibilidade de restabelecer o fluxo de sangue no parênquima da medula espinal 
lesionada. Consequentemente, a regulação desfavorável desses fatores angiogênicos 
pode aumentar o insulto hipóxico (Ritz et al., 2010). A perda dramática de astrócitos e 
populações neuronais no local da lesão (Grossman et al., 2001; Nesic-Taylor et al., 2005; 
Ritz et al., 2010) pode contribuir para a diminuição da expressão gênica e protéica de 
VEGF. An e colaboradores, 2010, demonstraram que CTM produzem VEGF, sendo um 
importante elo para recuperação funcional após lesão. Esses resultados implicam o 
VEGF como o principal mediador de proteção neuronal contra hipóxia (An et al., 2010b).  
CTM podem também ter propriedades imunossupressoras, promovendo redução da 
resposta inflamatória aguda à LM, reduzindo a formação de cavitações e atuando na 
diminuição da reatividade de astrócitos e microglia/macrófagos (Abrams et al., 2009; 
Wright et al., 2011), o que pode promover recuperação funcional após lesão.  
O transplante de CTM na medula espinal foi associado com mudanças marcantes 
do ambiente da lesão, com aumento significativo de IL-4 e IL-13 e redução nos níveis de 
TNF-α e IL-6. Simultaneamente, houve aumento do número de macrófagos do tipo M2 
que promovem reparação, e diminuição do número de macrófagos M1 que promovem 
lesão tecidual. Essas mudanças foram associadas com recuperação funcional na 
locomoção dos animais tratados com CTM, preservação axonal, menor formação de 
cicatriz glial e aumento da preservação da mielina (Nakajima et al., 2012). 
Tem sido proposto que CTM agem como elementos guia para a regeneração de 
axônios através da lesão e ao longo dos tractos espinais in vivo (Hofstetter et al., 2002b), 
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criando pontes celulares nas matrizes inibitórias (Wright et al., 2007a). Foi demonstrado 
que CTM podem promover crescimento de neuritos através de substratos inibitórios via 
mecanismos mediados por contato e que a frequência de crescimento de neuritos é 
proporcional ao número de CTM situadas na matriz com CS. Algumas CTM depositam 
durante a migração celular, fragmentos de célula sobre o CS, mascarando os efeitos do 
mesmo e permitindo que, posteriormente, neuritos cresçam através do ambiente não 
permissivo. Outra possibilidade é que as CTM possam depositar moléculas de matriz 
com características permissivas, sobre o substrato inibitório, tais como fibronectina, 
laminina e colágeno tipo I (Ankeny et al., 2004), que podem contribuir no direcionamento 
do axônio em crescimento e diminuição da cavitação. O microambiente em que a célula 
se apresenta, porém, pode mudar suas propriedades. Hofstetter e colaboradores, 2002, 
mostraram que, em cultura, todas as CTM expressavam fibronectina, laminina e 
vimentina, que são moléculas permissivas ao crescimento axonal. Porém, com cinco 
semanas após o transplante das mesmas em medula espinal lesionada, as células 
suprimiram a expressão dessas moléculas (Hofstetter et al., 2002a). 
Alternativamente, CTM podem degradar moléculas inibitórias. CTM de humanos 
expressam metaloproteases de matriz tipo 1 e 2 (MMP-1 e MMP-2) e sua atividade 
enzimática está envolvida na degradação da matriz durante a migração da célula. Foi 
observado que células tronco do sangue do cordão umbilical humano, aplicadas 8 dias 
após a LM, induziram no 21º dia após a lesão, o aumento na expressão de MMP-2, 
redução da formação da cicatriz glial no local da lesão e concomitante diminuição da 
imunorreatividade para proteoglicanos sulfatados (Veeravalli et al., 2009). 
Dessa forma, CTM podem modificar o ambiente inflamatório na fase aguda e reduzir 
os efeitos da cicatriz glial inibitória na fase subaguda e crônica, promovendo ambiente 
permissivo à extensão axonal.  Podem, ainda, prover fatores de crescimento que 
promovem sobrevivência e elongação axonal através das lesões na medula espinal 
(Wright et al., 2011). 
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2. Justificativa 
 
Lesões medulares acontecem cada vez mais frequentemente, atingindo 
principalmente indivíduos jovens ou em plena fase produtiva de suas vidas, gerando 
perdas irreversíveis (Tator and Fehlings, 1991). As causas mais frequentes de trauma à 
medula são acidentes de moto, esportes e atividades recreacionais, acidentes 
relacionados ao trabalho e quedas em casa (Profyris et al., 2004). Modelos experimentais 
de lesões têm sido estudados a fim de se entender melhor os mecanismos envolvidos 
na sobrevivência, regeneração neuronal, inflamação e plasticidade sináptica. A utilização 
de modelos experimentais permite testar o potencial de diferentes tratamentos a fim de 
prevenir as alterações induzidas por tais lesões.  
Recentemente, uma possibilidade de reparo funcional destas lesões tem sido 
sugerida através do emprego de células tronco. A possibilidade de se fazer um 
transplante autólogo, dispensando uso de imunossupressores, a pronta disponibilidade 
e o baixo potencial oncogênico, faz das CTM uma das melhores escolhas para terapia 
celular no momento. Estas propriedades fazem com que tais células sejam uma 
ferramenta promissora para o tratamento de um amplo espectro de lesões e doenças 
que são tratadas de formas pouco satisfatórias pelos métodos tradicionais (Wobus and 
Boheler, 2005). De fato, o implante de células tronco diretamente na medula espinal 
promove melhora funcional de animais com lesões no SNC (Chopp et al., 2000; Cizkova 
et al., 2007; Hofstetter et al., 2002b). Porém, ainda há uma grande lacuna entre a melhora 
funcional e a determinação dos reais mecanismos e efeitos envolvidos no transplante 
das células tronco para o SN. Neste sentido, a influência das CTM no microambiente 
medular e seus efeitos sobre a inflamação, controle da gliose reativa, sobrevivência 
neuronal e plasticidade sináptica em MN lesionados e formação da cicatriz glial, torna-
se um importante objeto de estudo.  
Biomatrizes com propriedades imunomoduladoras, como o selante de fibrina, são de 
especial interesse para serem utilizadas como arcabouço para as CTM, uma vez que 
podem servir como ponte na região da lesão, potencialmente facilitando o crescimento 
axonal. Além disso, o uso do SF promove menor dano tecidual que suturas 
convencionais e possibilita menor tempo cirúrgico. 
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3. Objetivos 
 
3.1 – Objetivos gerais 
 
Investigar o efeito neuroprotetor de células tronco mesenquimais em arcabouço de 
selante de fibrina sobre MN axotomizados intramedularmente na intumescência lombar 
(L4-L6), através de incisão longitudinal unilateral no funículo anterior.  
 
3.2 – Objetivos específicos 
 
- Estabelecer e caracterizar fenotipicamente as CTM de animais transgênicos para 
a proteína GFP e avaliar o fenótipo das CTM transplantadas; 
- Caracterizar a morfologia do funículo anterior lesionado, através de técnicas 
histológicas; 
 
Analisar o impacto do tratamento com CTM e/ou SF após axotomia 
intramedular no que diz respeito a: 
 
- Modificações no microambiente medular em termos inflamatórios, através da 
quantificação da expressão gênica de marcadores de macrófagos M1 e M2: iNOS2 
(óxido nítrico-sintase induzida tipo 2) e arginase-1, de citocinas pró-inflamatórias: TNF-
α, IL-6 e IL-1β e citocinas anti-inflamatórias: IL-10, IL-4, IL-13 e TGF-β, através de PCR 
(reação em cadeia da polimerase) quantitativo; 
- Modificações no microambiente medular quanto a expressão gênica de fatores de 
crescimento: VEGF e BDNF, através de PCR quantitativo; 
- Presença da proteína BDNF e sua co-localização com as CTM; 
- Sobrevivência neuronal, através de contagem neuronal por coloração de Nissl; 
- Astrogliose reativa, através da expressão de GFAP por imunoistoquímica; 
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- Cobertura sináptica dos MN lesionados, através da expressão de sinaptofisina ao 
redor do corpo celular dos MN GAP-43 positivos (indicando que os mesmos foram 
previamente axotomizados), através de imunoistoquímica; 
- Caracterização da cicatriz glial, quanto à presença de astrócitos e proteoglicanos 
ricos em condroitin sulfato, através de imunoistoquímica anti-GFAP e anti-CS-56 
respectivamente; 
- Recuperação motora dos animais, através do Walking Track Test, pelo Sistema 
Catwalk. 
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4. Material e Métodos 
 
4.1 - Abordagem experimental 
 
Para este estudo foram utilizadas fêmeas adultas de ratos LEW/HsdUnib com 7 a 11 
semanas de idade e peso corporal de aproximadamente 150g obtidos do Centro 
Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB). Os experimentos foram conduzidos 
seguindo-se as normas de ética na experimentação animal (CEUA 3081-1) (Anexo 2).  
Foi realizada uma incisão longitudinal na região do funículo anterior esquerdo, 
unilateralmente, promovendo a AI dos MN nos níveis medulares L4, L5 e L6. Em ratos, 
esses três segmentos medulares contribuem para a formação do nervo isquiático, porém 
nenhuma dessas raízes é exclusiva desse nervo. Distalmente, o nervo isquiático dá 
origem a quatro ramos, sendo dois maiores, nervo tibial e fibular, que suprem os 
compartimentos posterior da coxa e ventral e dorsal da perna e os nervos sural e cutâneo 
(sensitivos). A porcentagem de fibras motoras no nervo tibial é de 22% e no fibular 31%, 
os outros ramos não apresentam componentes motores (Schmalbruch, 1986). 
Os fatores estudados em cada tempo de sobrevida após a lesão se encontram na 
Figura 3. 
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Figura 3. Desenho experimental indicando os fatores/eventos que foram estudados 
em cada tempo de sobrevida. 
 
Com sobrevida de 7 dias após a lesão foram estudadas a inflamação aguda após a 
lesão e a produção de fatores tróficos. Através de PCR quantitativo foram avaliados os 
níveis de transcritos gênicos relativos dos fatores de crescimento: VEGF e BDNF; 
marcadores de macrófagos M1 e M2: iNOS2 e Arginase-1; citocinas pró-inflamatórias: 
TNF-α, IL-6 e IL-1β e citocinas anti-inflamatórias: IL-10, IL-4, IL-13 e TGF-β. Através de 
imunoistoquímica foi avaliada a presença da proteína BDNF e sua co-localização com 
as CTM. 
Com sobrevida de 14 dias após a lesão, foram avaliadas a sobrevivência neuronal, 
preservação sináptica e astrogliose. Para tanto, foi realizada a contagem de MN por 
coloração de Nissl, imunoistoquímica para GFAP (marcador de astrócitos) e 
imunoistoquímica com dupla marcação para sinaptofisina (marcador de sinapses) e 
GAP-43 (marcador de neurônios em regeneração). 
Com sobrevida de 28 dias após a lesão, a cicatriz glial e função motora foram objetos 
de estudo. A cicatriz foi avaliada por imunoistoquímica para GFAP (marcador de 
astrócitos) e CS-56 (marcador de CS). A análise da marcha dos animais ao longo de 28 
dias após a lesão se deu através do Walking Track Test (Catwalk). 
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Foram utilizados os seguintes grupos experimentais (Figura 4): 
A. AI no funículo anterior; 
B. AI no funículo anterior e adição de DMEM (meio de Eagle modificado pela 
Dulbecco) na região da lesão, como controle para o grupo que recebeu CTM em DMEM; 
C. AI no funículo anterior e adição de selante de fibrina na região da lesão; 
D. AI no funículo anterior e adição de células tronco mesenquimais em DMEM na 
região da lesão; 
E. AI no funículo anterior e adição de selante de fibrina e células tronco 
mesenquimais em DMEM na região da lesão. 
 
O lado medular não lesionado (contralateral) de cada animal foi utilizado como 
controle interno para análise dos resultados. Já para os experimentos de PCR em tempo 
real, o controle utilizado foi um grupo de animais sem lesão. 
Foram utilizados 5 animais em cada grupo experimental para cada tempo estudado, 
com exceção da análise motora, que apresenta 7 animais por grupo. Os grupos foram 
compostos apenas por animais cujo corte no funículo anterior abrangia a totalidade do 
mesmo (até a fissura mediana anterior), sem invadir a substância cinzenta medular.  
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Figura 4. Esquema dos grupos experimentais, evidenciando os diferentes 
tratamentos aplicados em esquema de corte transversal da medula espinal lombar 
após AI. (A) Grupo em que foi realizada apenas a AI no funículo anterior. (B-E) Grupos 
em que foi realizada a AI e foi feita a aplicação com o auxílio de uma micropipeta, na 
superfície da medula espinal de: (B) DMEM; (C) selante de fibrina; (D) células tronco 
mesenquimais diluídas em DMEM e (E) selante de fibrina e células tronco 
mesenquimais diluídas em DMEM. 
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4.2 - Lesão perfurante do funículo anterior e aplicação de SF e/ou CTM 
 
Os animais foram anestesiados (60mg/Kg de quetamina e 10mg/Kg de xilasina) e 
tricotomizados na região média do dorso. Com o auxílio de um microscópio cirúrgico, 
uma incisão dorsal paralela à coluna vertebral foi realizada na região torácica. A 
musculatura eretora da coluna vertebral foi removida para exposição das vértebras 
torácicas baixas e lombares. Foi feita a hemi-laminectomia de aproximadamente duas 
vértebras (Figura 5A) para que a intumescência lombar fosse exposta.  
A dura-máter foi seccionada longitudinalmente e, após dissecção do ligamento 
denticulado, a medula espinal foi cuidadosamente movimentada até que as raízes 
ventrais associadas aos segmentos medulares L4, L5 e L6 fossem identificadas. Uma 
incisão longitudinal, utilizando um microbisturi, foi feita no funículo anterior, local de saída 
dos axônios dos MN, rumo às raízes ventrais, motoras (Figura 5B). A incisão foi feita 
cerca de 0,5 mm dorsal à superfície ventral do funículo anterior e estendida cerca de 2 
mm látero-medialmente, quase encontrando a fissura mediana anterior.  
As CTM, SF e a combinação de ambos foram posicionados diretamente na região 
lesionada com o auxílio de uma micropipeta, instantes após a lesão (Figura 5C, D).  Após 
os procedimentos cirúrgicos, a musculatura, a fáscia e a pele foram suturadas em 
camadas e os animais mantidos em biotério. 
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Figura 5. (A) Raio-X da região lombar de um animal submetido a AI (feito no 
aparelho de imageamento in-vivo Fx-Pro, Bruker) evidenciando a laminectomia de 
duas vértebras lombares (setas). (B) Esquema mostrando o posicionamento do bisturi 
oftálmico (lâmina de 5mm) na substância branca, funículo anterior, promovendo a AI 
dos MN. (C) Local da lesão evidenciado pela presença das raízes L4, L5 e L6 (setas). 
A incisão foi feita logo acima dessas raízes no sentido longitudinal. (D) Local da lesão 
após a aplicação de CTM. Nota-se que a região fica totalmente coberta pela solução 
DMEM + CTM. 
B 
A 
C D 
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4.3 - Obtenção e administração do selante de fibrina 
 
O selante de fibrina utilizado (Figura 6) é fabricado a partir do veneno puro, filtrado 
e liofilizado, de serpentes adultas da espécie Crotalus durissus terrificus, de ambos os 
sexos e de crioprecipitado do sangue de búfalos, da espécie Bubalus bubalis. O SF foi 
produzido pelo Centro de Estudos de Venenos de Animais Peçonhentos da UNESP de 
Botucatu (CEVAP) e gentilmente cedido ao nosso laboratório.  
No momento da aplicação, logo após a AI, o SF é preparado misturando-se seus três 
componentes, já no local da aplicação (superfície medular): crioprecipitado extraído de 
bubalinos (3µl), cloreto de cálcio 0,025 M (2µl) e fração “trombina símile” extraída de 
veneno de serpente Crotalus durissus terríficus (1µl) (Viterbo et al., 1993). O selante 
polimeriza em alguns segundos após a aplicação. 
 
 
 
Figura 6. (A) Embalagem do selante de fibrina utilizado, cedido pelo CEVAP - 
UNESP. (B) Três componentes do selante: crioprecipitado (fibrinogênio), cloreto de 
cálcio 0,025 M e fração “trombina símile”. 
 
4.4 - Obtenção e administração das células tronco mesenquimais 
 
4.4.1- Genotipagem de animais EGFP 
 
Visando resultados sem falsos positivos, optamos pelo uso de CTM marcadas 
endogenamente com EGFP (proteína verde fluorescente potencializada). Esse traçador 
é considerado, por inúmeros autores, um marcador de longa vida e confiável para validar 
A B 
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terapias celulares, no que diz respeito à traceamento, migração, sobrevivência e 
diferenciação celular. 
As CTM-EGFP foram extraídas a partir de medula óssea de ratos transgênicos 
isogênicos adquiridos da Universidade de Missouri nos Estados Unidos, da linhagem 
Lewis, que possuem alterações genéticas caracterizadas pela presença do gene EGFP, 
provindo da água-viva Aequorea victoria, sob controle do promotor ubiquitina C e, 
portanto, expressam EGFP em todos os seus tecidos (LEW-Tg EGFP F455/Rrrc).  A 
proteína GFP tem sido amplamente adotada para rastreamento de linhagens celulares 
ou tecidos vivos, congelados ou fixados e é detectada com alta sensibilidade e 
especificidade, em suspenção celular, por citometria de fluxo e in situ, por 
imunofluorescência. 
Esta linhagem transgênica foi cedida pelo Prof. Dr. Alfredo de Miranda Góes, 
Departamento de Genética e Bioquímica da Universidade Federal de Minas Gerais – 
UFMG. 
Para a manutenção da linhagem EGFP, por instrução dos fornecedores da linhagem, 
os cruzamentos foram feitos entre animais heterozigotos. Portanto, a genotipagem dos 
animais se fez necessária a fim de identificar os animais heterozigotos, a matriz da 
linhagem, e os homozigotos positivos, que são os animais com o genótipo utilizado para 
a extração das CTM. 
Para a análise do genótipo dos animais LEWIS-EGFP, cada indivíduo com quatro 
semanas de idade foi identificado e seu DNA extraído seguindo as orientações do Kit 
para extração de DNA (PureLink Genomic DNA Kits – Invitrogen). Assim, um fragmento 
da extremidade da cauda foi retirado e colocado em solução de digestão overnight a 
55ºC.  Foi então centrifugado e o precipitado tratado com RNAse e, após sucessivas 
lavagens e tratamentos com tampões específicos, a amostra de DNA genômico foi 
resfriado a -20ºC até o momento do uso.    
 O PCR (reação em cadeia da polimerase) foi feito seguindo-se as orientações do 
Kit (Kit RTG-PCR beads – GEHealthcare), onde se adicionou 25ng da amostra de DNA, 
10 pM/µL dos 3 primers utilizados (Tabela 1), completando-se com água DNase e RNase 
free até o volume de 25 µL. Em seguida, colocou-se os tubos no termociclador 
(Stratagene Mx3005P, Agilent Technologies) por 3 minutos a 94 ºC, 30 segundos a 94ºC, 
30 segundos a 64 ºC, 1 minuto a 72 ºC, esse ciclo foi repetido 35 vezes.  
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Tabela 1. Primers utilizados no PCR realizado para genotipar animais da linhagem 
EGFP. 
 
 
 Ao final do PCR, verificou-se o produto da amplificação por eletroforese em gel de 
agarose 1,5% em tampão Tris/borato/EDTA (TBE) 0,5% para a determinação, segundo 
o padrão de bandas (Figura 7) do genótipo dos animais.   
 
 
Figura 7. Genotipagem de ratos Lewis transgênicos EGFP. Observa-se, na 
imagem de um gel de agarose (ensaio de PCR), a banda com 438 pares de bases 
relativa ao alelo selvagem e a banda de 129 pares de bases do alelo transgênico 
EGFP. Na imagem observa-se, na sequência: ladder, “branco” (reação de PCR sem 
DNA, para detectar contaminações), homozigoto positivo (genótipo utilizado no 
presente trabalho para a extração de CTM), heterozigoto (matriz da linhagem) e 
homozigoto negativo. 
 
4.4.2 - Extração das células tronco derivadas da medula óssea 
 
As CTM obtidas a partir de medula óssea foram extraídas de ratos LEWIS 
transgênicos para a proteína verde fluorescente-GFP (LEW-Tg EGFP F455/Rrrc) com 4 
a 6 semanas de idade, homozigotos positivos, adquiridos da Universidade de Missouri 
nos Estados Unidos com alterações genéticas que são caracterizadas pela presença do 
vetor lentivírus, contendo o gene EGFP sob controle do promotor da ubiquitina C. 
Os animais foram eutanasiados com uma dose letal de halotano e tiveram suas tíbias 
e fêmures extraídos. Dentro do fluxo laminar, uma das epífises de cada osso coletado 
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foi cortada, expondo-se a medula óssea. Os ossos foram colocados dentro de uma 
ponteira de 1 ml, com a extremidade com a epífise cortada para baixo. Essa ponteira 
com o osso foi posicionada dentro de um tubo falcon de 15 ml, que foi então centrifugado, 
promovendo a precipitação da medula óssea. O precipitado contendo a fração celular foi 
então ressuspenso em meio de cultura basal (Maniatopoulos et al., 1988).  
 
4.4.3 - Cultura celular primária e administração das CTM 
 
As células obtidas da medula óssea foram semeadas em frasco para cultura celular 
T-75 (75 cm2) contendo 15 mL de meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal 
bovino e cultivadas em uma estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C.  
O meio foi trocado a cada 2 dias. As células foram então cultivadas até a quarta 
passagem, momento em que foram aplicadas nos animais dos grupos experimentais AI 
+ CTM e AI + SF + CTM. Cada animal recebeu 106 CTM diluídas em DMEM, perfazendo 
um total de 6µl. 
No grupo AI + SF + CTM, as células foram homogenizadas com o crioprecipitado 
(fibrinogênio), o primeiro componente do selante de fibrina a ser aplicado na medula 
espinal.  
 
4.5 - Análise fenotípica das CTM por citometria de fluxo 
 
As CTM foram caracterizadas através da análise da presença das seguintes 
moléculas de superfície celular: CD90, CD54, CD73 e RT1A (MHC I). Essas proteínas 
são expressas por células tronco mesenquimais, sendo então utilizadas como 
“marcadores” positivos destas células (Delorme et al., 2008; Dominici et al., 2006). Para 
verificar a existência de contaminações da cultura de células tronco mesenquimais, por 
células tronco hematopoiéticas, também foi analisada a presença da molécula de 
superfície celular CD45, que é considerada “marcador” positivo destas células. Foram 
ainda usados como controle negativo os anticorpos para CD11b/c (marcadores de 
monócitos e macrófagos) e CD34 (marcador de células tronco hematopoiéticas e células 
endoteliais). 
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Para a citometria de fluxo, foram utilizadas CTM na quarta passagem. Após o 
tratamento com tripsina, aproximadamente 1x106 células foram incubadas por 30 
minutos a 4ºC com os anticorpos primários citados na Tabela 2. 
Tabela 2. Anticorpos primários usados no ensaio de citometria de fluxo para 
caracterização das CTM. Cada anticorpo é seguido pelo fornecedor, animal 
hospedeiro, código do produto e concentração utilizada. 
 
 
As células foram lavadas com salina tamponada e incubadas com anticorpo 
secundário marcado com Alexa Fluor 488 (Molecular Probes: A-11001), diluído 1 / 500, 
por 30 minutos a 4°C. As células foram novamente lavadas em PBS, fixadas em 
formaldeído 2% e analisadas no citômetro de fluxo (Guava® easyCyte™ 6-2L Flow 
Cytometer, Millipore, EUA).  Como controle negativo de fluorescência, também foi 
adicionado o anticorpo secundário às células não marcadas com o anticorpo primário. 
Células sem qualquer tipo de marcação foram fixadas e utilizadas para gerar o gráfico 
de tamanho versus granulosidade para estabelecer a população a ser analisada.  
 
4.6 – Eutanásia dos animais e coleta de tecidos 
 
Os animais foram anestesiados e em seguida submetidos à toracotomia. O sistema 
vascular foi perfundido transcardiacamente com solução salina tamponada (pH 7,4). Os 
próximos passos respeitaram o tipo de técnica empregada na sequência. 
Para a obtenção dos espécimes para realização do RT-qPCR (PCR quantitativo em 
tempo real), os animais foram eutanasiados 7 dias após a AI. Os animais foram 
anestesiados e perfundidos com a solução salina tamponada gelada e em seguida a 
intumescência lombar foi dissecada rapidamente. Os lados medulares, esquerdo e 
direito, foram separados, assim como a região ventral e dorsal. O segmento ventral do 
lado ipsilateral à lesão foi colocado em um microtubo e acondicionado em nitrogênio 
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líquido o mais rápido possível, para interromper a ação das RNases endógenas 
presentes no tecido que degradam o RNA após a morte do animal. Em seguida, os 
espécimes foram armazenados em ultrafreezer (-80°C) até posterior utilização. Para 
controle dos experimentos foi utilizado a mesma região medular de animais não 
lesionados (grupo sem lesão). 
Para análises histológicas, após perfusão com salina tamponada, os animais foram 
perfundidos com formaldeído a 4% em tampão de sódio 0,1M; pH 7,4. A região da lesão 
na intumescência lombar foi dissecada e pós-fixada por 12 horas à 4ºC. Foram então 
mantidas em solução de sacarose 10% por 24 horas, sacarose 20% por 24 horas e 
sacarose 30% por 24 horas. Em seguida, as medulas foram incluídas em Tissue-Tek 
(Miles Inc., EUA) e congeladas à temperatura de -35 a -40°C. Secções transversais da 
medula espinal com 12µm de espessura foram obtidas em criostato (Micron, HM25, 
EUA). 
 
4.7 – Coloração com Hematoxilina-eosina (HE) 
 
Para caracterização histológica do funículo anterior lesionado e análise do infiltrado 
celular causado pela lesão foi feita coloração com HE em cortes congelados de animais 
com 7 dias após a lesão. 
Os cortes foram hidratados, corados com hematoxilina e eosina e então submersos 
sequencialmente em álcool 70%, 95%, 100% (2x) e xilol (2x). Foram então montados 
com entellan e lamínula e observados ao microscópio de luz. 
 
4.8 – RT-qPCR (PCR quantitativo em tempo real) 
 
4.8.1 - Extração do RNA total 
 
Com a medula ainda congelada foi adicionado o trizol (Qiazol). O tecido foi então 
lisado completamente e homogenizado. A solução resultante foi incubada por 5min, à 
temperatura ambiente para dissolução de complexos nucleoprotéicos. Adicionou-se 
200μL de clorofórmio, seguida de agitação vigorosa. Outra incubação foi realizada por 
5min, à temperatura ambiente, seguida por centrifugação (12000 rpm, 15min, 4°C). A 
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fase aquosa superior, onde se localizava o RNA foi então transferida para um novo tubo, 
onde foi adicionado 1 volume de álcool etílico 70%. Após homogenização o material foi 
purificado utilizando o kit RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen - cat nº 74804) que se 
baseia em sucessivas centrifugações em colunas e tratamentos com tampões 
específicos. Após a adesão do RNA na membrana da coluna e diversas lavagens com 
tampões, o RNA foi eluído em água RNase free e mantido no biofreezer (-80ºC) até o 
momento do uso.  
 
4.8.2 - Avaliação da quantidade, qualidade e integridade do RNA 
 
Logo após a extração foi realizada a quantificação do RNA com o uso de um 
nanofotômetro.  
Com o mesmo aparelho a qualidade das amostras foram avaliadas através das 
razões de absorbância 260/280nm e 260/230nm. A razão 260/280 deve ficar idealmente 
entre 1,9 - 2,1 para RNA. Essa razão indica a pureza do RNA (260) em relação a 
proteínas e fenol, presente no trizol utilizado na extração (280). São aceitáveis amostras 
com razão 260/280 maior que 1,7. Já a razão 260/230 idealmente deve estar entre 2,0 - 
2,5 para RNA. Essa razão indica a pureza do RNA (260) em relação a substâncias 
químicas, como o etanol ou isotiocianato de guanidina, presente no trizol (230). É 
aceitável amostras com razão 260/230 maior que 1,5. 
A integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1% sob 
condições desnaturantes. Um sistema de desnaturação é sugerido porque o RNA 
apresenta extensa estrutura secundária, através do emparelhamento de bases 
intramoleculares e isto impede sua migração estritamente de acordo com o seu tamanho. 
RNA intacto deve apresentar bandas 28S e 18S de RNAr bem delimitadas (Figura 8). A 
banda de RNAr 28S deve ser aproximadamente duas vezes mais intensa que a de RNAr 
18S. Esta proporção de 2:1 (28S : 18S) é uma boa indicação de que o RNA está intacto. 
RNA parcialmente degradado terá uma aparência manchada de arraste, não terá as 
bandas de RNAr bem definidas ou não vai apresentar uma proporção de 2 : 1. RNA 
completamente degradado aparece como um arraste (smear) com baixo peso molecular.  
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Figura 8. Bandas de RNAr 28S e 18S bem delimitadas. É possível observar que a 
banda 28S é o dobro da 18S, indicando que o RNA tem boa integridade. 
 
As amostras (RNA) foram homogenizadas com formamida (agente desnaturante), 
TBE 10x, loading dye e brometo de etídio e aquecidas a 62ºC por 5 minutos e 
posteriormente mantidas em gelo por mais 5 minutos. Foram então aplicadas nos 
pocinhos do gel de agarose 1%, com tampão de corrida TBE 0,5%.  A corrida teve 
duração de 55 minutos e voltagem constante de 120V. Após a corrida, o gel foi observado 
em um transiluminador UV, para a observação das bandas 28S e 18S. 
 
4.8.3 - Síntese do DNA complementar (cDNA) 
 
 Após atestar que o RNA tinha boa qualidade e integridade, foi realizada a síntese 
do DNA complementar (cDNA) utilizando-se o kit RevertAid H Minus First Strand cDNA 
Synthesis Kit (Thermo Scientific/Fermentas – cat code: #K1632), seguindo as instruções 
do fabricante. O cDNA foi sintetizado a partir de 2,0 μg de RNA total com o uso de oligo 
(dT)18 como primer. 
 
4.8.4 - PCR em Tempo Real 
 
 O cDNA produzido foi utilizado como molde para as reações de PCR em tempo 
real.  
 As reações, feitas sempre em triplicata, foram realizadas utilizando-se os cDNA 
produzidos, TaqMan®Gene Expression Master Mix (2✕) (Life Technologies - PN 
Banda 28S 
Banda 18S 
Banda 5S 
60 
 
4369016), água RNase free e os ensaios Taqman (primer + sondas de hidrólise) para os 
genes contidos na Tabela 3, perfazendo um volume final de 20μL. 
 
 
Tabela 3. Ensaios Taqman utilizados no RT-qPCR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os genes de referência (GAPDH e HPRT1) foram marcados com fluoróforo VIC e os 
genes alvo com fluoróforo FAM. Todos os ensaios comprados são inventoriados, o que 
significa que a Life Technologies fez extensas validações dos mesmos, garantindo que 
todos apresentam 100% de eficiência de amplificação. A empresa sugere que as 
análises sejam feitas através do cálculo de ∆∆C, que em todos os testes se mostrou mais 
fidedigno. 
Em todos os casos foram feitos controles negativos, contendo água livre de RNase, 
em substituição à amostra.  
Todo o procedimento para a PCR quantitativa foi feito na plataforma de 
instrumentação MX3005P (GE).  
As reações foram realizadas seguindo a termociclagem indicada pelo Master Mix 
(Tabela 4). 
Gene Código Life Technologies 
GAPDH Rn01775763_g1 
HPRT1 Rn01527840_m1 
VEGF Rn01511601_m1 
BDNF Rn02531967_s1 
Arg-1 Rn00691090_m1 
Inos2 Rn00561646_m1 
TNF-α Rn01525859_g1 
IL-6 Rn01410330_m1 
IL-1β Rn00580432_m1 
IL-10 Rn00563409_m1 
IL-4 Rn01456866_m1 
IL-13 Rn00587615_m1 
TGF-β Rn00572010_m1 
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Tabela 4. Condições de termociclagem das reações de RT-qPCR. 
 
 
Condições de termociclagem 
 
Temperatura Tempo 
 
95ºC 10 min 
45 ciclos 
95ºC 15 seg 
60ºC 1 min 
 
 
Os resultados foram apresentados pelo programa MxPro (GE). O ciclo no qual se 
detecta fluorescência acima do limite basal estabelecido (threshold) é denominado ciclo 
de threshold ou Ct. Quanto maior a expressão de um gene, ou seja, quanto mais cópias 
existirem no início da reação, mais precocemente ocorre a amplificação e, 
consequentemente, menor é o Ct. 
 
4.8.5 - Escolha do gene de referência 
 
Amostras de todos os animais foram testadas com dois genes de referência: GAPDH 
e HPRT1. Um bom gene de referência tem um nível constante de expressão em todas 
as amostras do estudo. Sendo assim, é aceitável encontrar no máximo 0,5Ct de variação 
entre todas as amostras experimentais. 
 
4.8.6 - Análise dos dados 
 
A quantificação relativa dos genes de interesse foi feita através do cálculo do ΔΔCt, 
seguindo os seguintes passos: 
- Normalização pelo gene de referência: ΔCt = Ct gene alvo – Ct gene referência 
- Normalização pelo calibrador (grupo AI): ΔΔCt = ΔCt amostra - ΔCt calibrador 
- Cálculo do “fold change” (quantificação relativa ao calibrador): 2-ΔΔCt 
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4.9 - Sobrevivência neuronal 
 
Para contagem de MN foram utilizadas secções transversais da intumescência 
lombar submetidas à coloração de Nissl com a utilização do corante Cresil Violeta. Os 
MN presentes no núcleo motor do corno anterior no lado ipsilateral e contralateral foram 
contados em cortes alternados de cada espécime na área lesada da intumescência 
lombar. Apenas as células com núcleo visível foram contadas.  
Para corrigir contagens duplas de neurônios, devido ao fato da mesma célula poder 
estar presente em duas secções, foi utilizada a fórmula de Abercrombie e Johnson, 1946: 
N=nt/(t+d); onde N é o número corrigido de neurônios contados, n é o número de células 
contadas, t é a espessura das secções e d é o diâmetro médio do núcleo do neurônio. 
Como a diferença no tamanho afeta significativamente o número de células, o valor de d 
foi calculado especificamente para cada grupo experimental (ipsilateral e contralateral) 
(Abercrombie and Johnson, 1946). Neste sentido, o diâmetro de 15 núcleos de MN para 
cada grupo foi mensurado (Image Tool software, versão 3.00) e a média calculada. 
 
4.10 - Imunoistoquímica 
 
Para a realização da imunoistoquímica, as lâminas foram inicialmente climatizadas, 
lavadas com tampão fosfato (PB) 0,1M e tratadas com BSA (albumina de soro bovino) 
3% no mesmo tampão por 1 hora. Em seguida, as lâminas foram incubadas por 3 horas 
com os anticorpos primários (Tabela 5), todos em BSA 1% e Triton 0,2% diluídos em 
tampão fosfato (PB) 0,1M e mantidos em câmara úmida. Após lavagens com PB 0,1M 
(3x 5 minutos), foi adicionado o anticorpo secundário CY3 (Jackson Lab., USA) (para 
marcação de GFAP e GAP-43) ou CY2 (Jackson Lab., USA) (para marcação de 
sinaptofisina), de acordo com a afinidade com o anticorpo primário, na proporção de 
1:500 diluído em BSA 1% e Triton 0,2% em PB 0,1M por 45 minutos em câmara úmida 
à temperatura ambiente. As lâminas foram novamente lavadas em PB 0,1M, montadas 
em glicerol/PB 0,1 M (3:1) sendo posteriormente analisadas por microscopia de 
fluorescência.  
 As análises imunoistoquímicas foram realizadas com os objetivos de: 
a) Detectar qualitativamente macrófagos, através de marcação com anticorpo 
primário anti-Iba-1 (molécula adaptadora ligante de cálcio ioniozado-1) e Arginase-1 
(marcador de macrófagos com perfil M2, anti-inflamatório) no grupo tratado com SF. 
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b) Detectar e quantificar a cobertura sináptica dos MN com a utilização do anticorpo 
primário anti-sinaptofisina e do anticorpo primário anti-GAP-43; 
c) Detectar e quantificar a astrogliose reativa através da marcação com anticorpo 
primário anti-GFAP.  
d) Detectar e quantificar componentes da cicatriz glial como astrócitos, através da 
marcação com anticorpo primário anti-GFAP e condroitin sulfato, através da marcação 
com anticorpo primário anti-CS-56. 
 
Tabela 5. Anticorpos primários usados no ensaio de imunoistoquímica. Cada 
anticorpo é seguido pelo fornecedor, animal hospedeiro, código do produto e 
concentração utilizada. 
 
Anticorpo Fornecedor Hospedeiro Código do 
produto 
Concentração 
GFAP Abcam Coelho AB7779 1 / 1500 
Sinaptofisina Millipore Camundongo MAB5258 1 / 1500 
GAP-43 Millipore Coelho AB5220 1 / 500 
CS-56 Sigma Camundongo C8035 1 / 100 
Iba-1 Wako Coelho 019-19741 1 / 700 
Arginase-1 Santa Cruz Coelho SC-20150 1 / 200 
 
4.10.1 - Análise quantitativa para os anticorpos Sinaptofisina, GFAP 
(astrogliose reativa e cicatriz glial) e CS-56 
 
As lâminas imunomarcadas foram observadas em microscópio de fluorescência 
(Leica DM5500B). Para análise de marcação com os anticorpos Sinaptofisina e GFAP 
na região da lâmina IX (2 semanas após a lesão), foi capturada uma imagem 
representativa de cada antímero medular (ipsi e contralateral à lesão) por lâmina (total 
de 3 cortes por animal experimental, obtidos ao longo dos segmentos lesados), na coluna 
ventral da medula espinal, utilizando-se uma câmera de alta sensibilidade (Leica 
DFC345FX). A região da lâmina IX foi digitalizada em aumento de 200X para marcação 
de GFAP e em aumento de 400X para marcação de sinaptofisina e GAP-43. Para análise 
de marcação com os anticorpos GFAP e CS-56 para estudo da cicatriz glial (4 semanas 
após a lesão), foi capturada uma imagem representativa do lado medular ipsilateral à 
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lesão, por lâmina (total de 3 cortes por animal experimental, obtidos ao longo dos 
segmentos lesados), no funículo anterior da medula espinal. A região foi digitalizada em 
aumento de 200X para essa análise.  
As quantificações foram realizadas utilizando-se o software IMAGEJ (versão 1.33u, 
National Institutes of Health, USA). As imagens foram transformadas em preto e branco 
(Figura 9A) e o limiar (“threshold”) de detecção de imunofluorescência foi ajustado 
(Figura 9B). Para a quantificação de marcação para sinaptofisina, a densidade integrada 
de pixels, que representa a intensidade da imunomarcação das proteínas, foi medida em 
oito áreas equidistantes ao redor dos neurônios positivos, no corno anterior da medula 
espinal (Figura 9C). Cada área circular apresentava 80µm2 de área. No lado ipsilateral 
à lesão, foram quantificadas as coberturas sinápticas apenas de neurônios com 
citoplasma expressando GAP-43, o que indicava que esse neurônio havia sido 
axotomizado. Nem todos os neurônios do lado ipsilateral tiveram seus axônios cortados, 
mostrando-se sem expressão de GAP-43 em seus citoplasmas. Possivelmente os 
axônios desses neurônios devem sair da medula espinal em níveis medulares não 
afetados pela lesão. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Quantificação da densidade integrada de pixels para o anticorpo 
Sinaptofisina. (A) Imagem transformada em preto e branco. (B) Imagem com limiar de 
detecção ajustado. (C) Oito áreas equidistantes ao redor dos neurônios positivos 
quantificadas. 
A. B. 
C. 
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Para a quantificação de GFAP em ambas análises (astrogliose reativa e cicatriz glial) 
e CS-56, a densidade integrada de pixels, foi medida na área da foto inteira.  
Estabeleceu-se uma razão entre lado ipsi/contralateral a lesão para as 
imunomarcações. A proporção de densidade integrada de pixels foi calculada para cada 
animal e então estabelecida à média das proporções para cada grupo ± erro padrão.  
  
4.11 – Avaliação da função motora – Catwalk 
 
Para análise da recuperação motora dos animais após a lesão foi realizado o Walking 
Track Test, através do sistema Catwalk da Noldus (Figura 10). 
Os animais foram colocados para andar ao longo de uma passarela com um 
assoalho de vidro localizada em uma sala escura. Uma luz fluorescente verde ilumina a 
borda do assoalho e é distribuída ao longo da plataforma, de forma homogênea. A luz é 
capaz de intensificar as áreas nas quais as patas dos animais entram em contato com a 
placa de vidro. Devido à tecnologia de pegadas iluminadas, as patas foram capturadas 
por uma câmera de vídeo de alta velocidade (Fujinon DF6HA-1B), posicionada embaixo 
da passarela. A câmera de vídeo transforma cada cena em uma imagem digital. As 
imagens digitais foram transferidas para o computador através de uma conexão Ethernet. 
A tecnologia de pegadas iluminadas permite que sejam detectadas até mesmo 
diferenças de pressão, como resultado de como o animal distribui o seu peso corporal 
nas quatro patas. Já a combinação da luz verde na placa de vidro e a luz vermelha no 
teto iluminado tornam o contorno do corpo do animal visível quando ele atravessa a placa 
de vidro. Os sinais fornecidos pela câmera foram digitalizados, quadro a quadro, pela 
placa de vídeo PCImage-SG (Matrix vision GmH, Oppenheimer, Alemanha). O programa 
CatWalk adquire, armazena e analisa os vídeos dos animais caminhando pelo corredor 
e fornece para cada corrida efetuada uma tabela com vários parâmetros com valores 
para cada pata do animal. 
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Figura 10. (A). Equipamento CatWalk, constituído por uma plataforma, onde os 
animais caminham e um sistema de aquisição de imagem (câmera) embaixo da 
plataforma de vidro. (B). Animal caminhando na plataforma ligada em sala escura. É 
possível notar a luz verde da plataforma de vidro e a luz vermelha superior, 
responsáveis por intensificar as áreas nas quais as patas dos animais entram em 
contato com a plataforma de vidro. (C). Exemplo de pata vista através do sistema e 
medições feitas na mesma. 
 
Foram realizadas duas avaliações motoras antes da lesão. Após a lesão, as 
avaliações foram feitas a partir do terceiro dia até o 14º dia diariamente e, a partir de 
então, até o 28º dia três vezes por semana, para cada animal. Em cada avaliação, de 3 
a 4 caminhadas foram registradas por animal. 
Como não foram encontradas diferenças entre o grupo AI e AI + DMEM, o grupo AI 
+ DMEM foi fixado como único controle. 
Parâmetros como a área de apoio das patas, duração da fase de apoio e velocidade 
do balanço foram analisados através da razão entre as patas posteriores ipsi / 
contralateral à lesão e estabelecido um valor percentual (%LH/RH = % left hind-pata 
posterior esquerda/right hind – pata posterior direita). Foi feita uma média para o valor 
pré-operatório e para cada um dos dias analisados por animal e, então, para cada grupo 
experimental ± erro padrão. 
Já para o cálculo do índice funcional do nervo fibular (peroneal functional index - 
PFI), as medições foram feitas de acordo com dois parâmetros: a distância entre o 
primeiro e o quinto dedo (largura da pata - toe spread, TS) e a distância entre o terceiro 
dedo e o calcanhar (comprimento da pata - print length, PL) (Figura 11). 
A B 
C 
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Figura 11. Impressão da pata do rato, indicando a largura da pata (TS) e o 
comprimento da pata (PL). Figura adaptada de  (Sarikcioglu et al., 2009). 
 
Estes parâmetros foram utilizados para a medição das pegadas da patas posterior 
direita não lesionada e posterior esquerda lesionada e os valores aplicados na seguinte 
fórmula descrita por Bain e colaboradores, 1989 (Bain et al., 1989):  
 
 
 
 
(E= lado lesionado, N=lado não lesionado).   
 
4.12 - Análise estatística 
 
Os dados de sobrevivência neuronal, imunoistoquímica e RT-qPCR foram avaliados 
pelo método da análise da variância – ANOVA de uma via. Os dados do Catwalk foram 
analisados pelo método da análise da variância – ANOVA de duas vias, por apresentar 
duas variáveis (tratamento e tempo). Para avaliar diferenças entre os grupos, foi utilizado 
o pós-teste Bonferroni. Para o Catwalk, após ANOVA de duas vias, diferenças entre 
curvas/grupos foram determinadas pelo Mann Whitney test.  O nível de significância 
assumido foi igual a *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. 
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5. Resultados 
 
5.1 - Caracterização das CTM 
 
5.1.1 – Morfologia 
 
Após os procedimentos de extração, observou-se um semeado heterogêneo com 
predominância de células pequenas, arredondadas, não aderidas ao frasco de cultivo. A 
cada troca de meio, as células em suspensão, em sua maioria hematopoiéticas maduras 
ou precursoras hematopoiéticas foram sendo removidas. Gradualmente, as células 
remanescentes e aderentes foram predominando. Após a quarta passagem, foi possível 
observar apenas um tipo celular presente com morfologia típica de células estromais 
medulares, com citoplasma extenso e achatado, um a dois prolongamentos não 
ramificados e núcleo contendo cromatina frouxa (Figura 12). 
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Figura 12. Cultura primária de células tronco mesenquimais EGFP. Microscopia de 
luz mostrando a cultura: logo após a extração em 100x (A) e 400x (B); antes da 
primeira passagem em 100x (C) e 400x (D); antes da segunda passagem em 100x (E) 
e 400x (F); antes da terceira passagem em 100x (G) e 400x (H); antes da quarta 
passagem em 100x (I) e 400x (J) e antes da aplicação durante a cirurgia, com as 
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células confluentes em quarta passagem em 100x (L) e 400x (M). Barra de escala em 
100x = 100 µm. Barra de escala em 400x = 25 µm. 
 
5.1.2 - Análise fenotípica por citometria de fluxo 
 
A análise quantitativa foi realizada através de ensaios de citometria de fluxo, 
utilizando-se os anticorpos monoclonais CD90, CD54, CD73, RT1A (MHCI), CD 45, 
CD11b/c, CD34 e I-Ad/I-Ed (MHCII). Os determinantes de complementaridade CD90, 
CD54, CD73 e RT1A são, de acordo com a literatura, moléculas eleitas para a 
caracterização das células tronco mesenquimais.  
Cerca de 95,67% expressaram CD90, 95% expressaram CD54, 95,8% das células 
expressaram CD73 e 95% expressaram RT1A (MHCI). O determinante de 
complementaridade CD45, uma molécula expressa por células hematopoiéticas e seus 
precursores, foi detectado apenas em 2,06% das células analisadas, CD11b/c em 1,69% 
das células e CD34 em 2,02% das células (Figura 13). 
Esta análise permite definir uma população de células mesenquimais homogênea, 
claramente distinta da linhagem hematopoiética. Para controle, foram utilizadas CTM 
submetidas apenas à incubação com o anticorpo secundário Alexa 488. 
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Figura 13. Análise fenotípica das CTM por citometria de fluxo. (A-G) Histogramas 
de intensidade média de fluorescência (GRN-HLog: green fluorescence) versus 
número de eventos (counts). (A) CD90. (B) CD54. (C) CD73. (D) MHCI (RT1A). (E) 
CD45. (F) CD11b/c. (G) CD34. (H) Representação gráfica do percentual de células 
fluorescentes para cada anticorpo analisado. 
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5.2 – Análise morfológica do funículo anterior após AI 
 
A Figura 14 mostra a medula espinal de um animal do grupo experimental AI + 
DMEM corado com Cresil violeta, 14 dias após AI, cuja lesão tem amplitude que abrange 
todo o funículo anterior direito. Observa-se ainda, menor número de MN no corno ventral 
ipsilateral a lesão. Foi observado que, em alguns casos, a lesão perfurante alcançou 
menos da metade do funículo anterior, em direção à fissura mediana anterior. Nesta 
situação, alguns axônios não foram atingidos, sendo que esses animais não foram 
utilizados para as análises. Ainda, animais com lesão mais dorsal, chegando a atingir a 
substância cinzenta apresentaram lesão ainda mais severa (diretamente nos corpos 
celulares dos MN) e também não foram utilizados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Medula espinal corada com Cresil violeta, vista em microscopia de 
campo claro, em aumento de 50x. Nota-se uma abrangente lesão no funículo anterior 
direito (área pontilhada) e menos MN (seta) no corno ventral direito, quando 
comparado ao esquerdo, não lesionado. Barra de escala = 200µm. 
 
A coloração com HE evidenciou em todos os grupos experimentais um grande 
número de células infiltradas no local da lesão (Figura 15A), pontos de cavitação e 
malácia (estruturas arredondadas fruto do amolecimento do tecido após a lesão) com 
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numerosas células Gitter (macrófagos com citoplasma espumoso, alguns deles no 
espaço perivascular) (Figura 15B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. (A) Coloração com HE mostrando a região do funículo anterior. É notório 
a presença de diversos núcleos corados com eosina na região da lesão, evidenciando 
o infiltrado celular. Barra de escala = 50µm. (B) Coloração com HE mostrando a região 
da lesão em maior aumento. Nota-se pontos de cavitação (asterisco), malácia e 
células de “Gitter”, observadas em aumento (região pontilhada) em (C). Barra de 
escala = 100µm. 
 
Parte do infiltrado celular mostrou-se composto por macrófagos, através de 
imunomarcação com o anticorpo Iba-1. Observa-se que as células no local da lesão têm 
fenótipo mais arredondado enquanto nas demais regiões da medula observa-se células 
com formato estrelado. Ainda, notou-se uma atividade microglial mais intensa no corno 
dorsal do lado contralateral à lesão (Figura 16). Essa reatividade se dá, provavelmente, 
pela lesão da via aferente espinotalâmica localizada no funículo anterior de ratos. Sabe-
se que o neurônio de segunda ordem dessa via tem seu corpo celular no corno dorsal e 
projeção axonal rumo ao funículo anterior do lado contralateral, no mesmo nível medular, 
de onde ascende rumo ao neurônio de terceira ordem que está no tálamo. Dessa forma 
A
. 
B
. 
C
. 
* 
* 
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a reatividade acontece no lado oposto ao da lesão pois o axônio do neurônio cujo corpo 
celular encontra-se no corno dorsal com reatividade deve ter sido lesionado em seu 
trajeto pelo funículo anterior no lado que a lesão no funículo ocorreu. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Imunomarcação para Iba-1, evidenciando a intensa quantidade de 
macrófagos na região da lesão e também em menor quantidade na região dorsal 
contralateral. Barra de escala = 200µm. 
 
 
A imunomarcação para Iba-1 mostra que os macrófagos, bastante abundantes na 
região da lesão, ficam ao redor das regiões de malácia. Através da imunomarcação com 
o anticorpo arginase-1, pode-se observar que grande parte dos macrófagos produzem 
arginase-1 e, portanto, apresentam perfil M2. A foto representativa é de um animal do 
grupo SF (Figura 17). A quantificação dos tipos de macrófagos foi realizada pela 
expressão gênica de arginase-1 e iNOS2 por PCR real time. 
 
 
 
 
Iba-1 
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Figura 17. Imunomarcação na região da lesão para Iba-1 (A), arginase-1 (B), DAPI 
evidenciando núcleos celulares (C e D) e fotos com as marcações de Iba-1 e DAPI (E) 
e arginase-1 e DAPI (F) sobrepostas. Barra de escala = 50µm. 
 
A região da lesão ainda apresentou alta densidade de astrócitos evidenciados por 
imunomarcação para GFAP (Figura 18), formando a cicatriz glial, já observada com 14 
dias após a lesão. 
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Figura 18. Lado ipsilateral à lesão imunomarcado para GFAP, evidenciando a 
astrogliose reativa instalada na região da lesão (pontilhado) e na região da lâmina IX, 
onde se localizam os MN no corno ventral. Barra de escala =100µm.  
 
Quanto a migração e destino das CTM transplantadas, duas semanas após a 
cirurgia, foi possível encontrar um número significativo de células no sítio da lesão, na 
substância branca medular. Próximo ao corno anterior, adjacente aos MN, foram 
encontradas poucas células EGFP (Figura 19). 
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Figura 19. Medula espinal de um animal do grupo CTM, 2 semanas após a lesão, 
com imunomarcação para GFAP (marcador de astrócitos), em vermelho. Observa-se 
grande quantidade de células tronco mesenquimais EGFP, em verde, na região da 
lesão no funículo anterior. Algumas células podem ser vistas próximas aos MN na 
região do corno ventral. Barra de escala =100µm. 
 
5.3 – Análise da expressão gênica 
 
5.3.1 - Qualidade e integridade do RNA 
 
O RNA total de todas as amostras apresentou valores de razão de absorbância 
260/280 e 260/230 dentro dos valores ideais, mostrando que o RNA tinha alta qualidade 
e ausência de substâncias inibidoras da PCR, como etanol, resquícios de qiazol ou 
componentes orgânicos. 
A eletroforese em gel de agarose (Figura 20) mostrou boa integridade das amostras 
de RNA, que apresentaram bandas 28S e 18S do RNAr bem definidas, sendo que a 
banda do 28S mostrou-se mais intensa que a do 18S, como esperado. 
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Figura 20. Gel de agarose em condições desnaturantes com RNA de cada um dos 
animais dos seis grupos experimentais. 
 
5.3.2 - Escolha do gene de referência 
 
Foram testados dois genes de referência com todas as amostras experimentais. 
O GAPDH apresentou Ct médio de 21,93, com desvio padrão de 0,35Ct entre as 
amostras. 
O HPRT1 apresentou Ct médio de 24,90, com desvio padrão de 0,22Ct entre todas 
as amostras. 
Os dois genes mostraram-se adequados como gene de referência, pois 
apresentaram menos que 0,5Ct de desvio padrão entre as amostras (Figura 21). Por 
apresentar desvio ainda menor, o HPRT1 foi escolhido como gene de referência. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Plotagem dos valores de Ct para cada amostra, para GAPDH e HPRT1. 
Note que há menos variação no gene HPRT1 entre as amostras. 
 
SEM LESÃO AI AI + DMEM AI + SF AI + SF + CTM AI + CTM 
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5.3.3 - Expressão gênica dos marcadores de macrófagos M1 (pró-
inflamatórios) e M2 (anti-inflamatórios) 
 
- iNOS2 
 
Após 1 semana da AI, a quantidade de transcritos para INOS2, marcador de 
macrófagos M1 aumentou nos grupos tratados com selante de fibrina (com ou sem 
célula) em comparação aos demais grupos experimentais. (Média ± SEM INOS2: sem 
lesão 0,52 ± 0,41; AI 1,23± 0,31; AI + DMEM 1,13 ± 0,30; AI + SF 5,07 ± 1,12; AI + CTM 
2,95 ± 0,94; AI + SF + CTM 7,21 ± 1,18; p<0.0001***; Figura22A). 
 
- Arginase-1 
 
Após 1 semana da AI, a quantidade de transcritos para arginase-1, marcador de 
macrófagos M2 aumentou nos grupos tratados com selante de fibrina (sem célula) em 
comparação aos demais grupos experimentais. (Média ± SEM Arginase-1: sem lesão 
0,27 ± 0,07; AI 1,02± 0,09; AI + DMEM 1,02 ± 0,11; AI + SF 2,19 ± 0,39; AI + CTM 0,85 
± 0,05; AI + SF + CTM 1,70 ± 0,23; p<0.0001***; Figura 22B). 
 
 
Figura 22. Expressão relativa dos genes iNOS2 (A) e Arginase-1 (B) 7 dias após a 
axotomia intramedular. A diferença estatística entre grupos é mostrada abaixo de cada 
gráfico. 
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5.3.4 - Expressão gênica das citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6 
 
- TNF-α 
 
Após 1 semana da AI, a quantidade de transcritos para TNF-α aumentou em todos 
os grupos com lesão em relação ao grupo sem lesão. Dentre os grupos de animais que 
sofreram lesão, os grupos que foram tratados com selante de fibrina tiveram maior 
expressão de TNF-α. (média ± SEM TNF-α: sem lesão 0,39 ± 0,09; AI 1,03± 0,11; AI + 
DMEM 0,72 ± 0,07; AI + SF 1,54 ± 0,06; AI + CTM 1,00 ± 0,14; AI + SF + CTM 1,41 ± 
0,06; p<0.0001***; Figura23A). 
 
- IL-1β 
 
Após 1 semana da AI, a quantidade de transcritos para IL-1β foi maior nos grupos 
tratados com SF e ainda maior no grupo tratado com SF+CTM. (Média ± SEM IL-1β: sem 
lesão 0,10 ± 0,02; AI 1,05± 0,16; AI + DMEM 0,94 ± 0,09; AI + SF 1,97 ± 0,08; AI + CTM 
1,19 ± 0,14; AI + SF + CTM 3,57 ± 0,59; p<0.0001***; Figura 23B). 
 
- IL-6 
 
Após 1 semana da AI, a quantidade de transcritos para IL-6 não variou entre os 
grupos estudados. (Média ± SEM IL-6: sem lesão 0,49 ± 0,11; AI 1,11± 0,20; AI + DMEM 
0,98 ± 0,20; AI + SF 1,38 ± 0,23; AI + CTM 1,07 ± 0,26; AI + SF + CTM 1,26 ± 0,18; 
p=0,0733; Figura 23C). 
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Figura 23. Expressão relativa dos genes (A) TNF-α, (B) IL-1β, (C) IL-6, 7 dias 
após a AI. A diferença estatística entre grupos é mostrada abaixo de cada gráfico. 
 
5.3.5 - Expressão gênica das citocinas anti-inflamatórias IL-10, IL-13 e IL-4 
 
- IL-10 
 
Após 1 semana da AI, a quantidade de transcritos para IL-10 aumentou em todos os 
grupos com lesão que receberam tratamento com selante de fibrina em relação aos 
demais. (Média ± SEM IL-10: sem lesão 0,08 ± 0,04; AI 1,05± 0,15; AI + DMEM 0,75 ± 
0,09; AI + SF 7,32 ± 2,15; AI + CTM 1,60 ± 0,25; AI + SF + CTM 7,23 ± 2,07; p=0,0002***; 
Figura 24A). 
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- TGF-β 
 
Após 1 semana da AI, a quantidade de transcritos para TGF-β, presente em 
macrófagos M2C em fase de resolução da inflamação, aumentou em todos grupos 
experimentais em comparação ao grupo sem lesão. Também foi possível observar maior 
expressão no grupo tratado com SF comparado ao grupo tratado com CTM. (Média ± 
SEM TGF-β: sem lesão 0,10 ± 0,02; AI 1,00± 0,04; AI + DMEM 0,98 ± 0,07; AI + SF 1,22 
± 0,08; AI + CTM 0,93 ± 0,05; AI + SF + CTM 1,14 ± 0,08; p<0.0001***; Figura 24B). 
 
- IL-4 
 
Os animais sem lesão não apresentaram expressão desse gene. Após 1 semana da 
AI, a quantidade de transcritos para IL-4 aumentou no grupo com lesão que recebeu 
apenas tratamento com selante de fibrina em relação aos demais. Portanto houve 
diferença entre o grupo que só recebeu SF e o que recebeu SF+CTM, sendo que o que 
apenas recebeu SF apresentou maior expressão de IL-4. (Média ± SEM IL-4: sem lesão 
– não teve expressão; AI 1,12 ± 0,28; AI + DMEM 1,41 ± 0,40; AI + SF 20,19 ± 5,73; AI 
+ CTM 1,12 ± 0,13; AI + SF + CTM 7,64 ± 2,43; p=0,0002***; Figura 24C). 
 
- IL-13 
 
Os animais sem lesão não apresentaram expressão desse gene. Após 1 semana da 
AI, a quantidade de transcritos para IL-13 aumentou no grupo com lesão que recebeu 
apenas tratamento com selante de fibrina em relação aos demais. Portanto houve 
diferença entre o grupo que só recebeu SF e o que recebeu SF+CTM, sendo que o que 
apenas recebeu SF apresentou maior expressão de IL-13. (Média ± SEM IL-13: sem 
lesão – não teve expressão; AI 1,27 ± 0,41; AI + DMEM 1,29 ± 0,37; AI + SF 49,94 ± 
16,03; AI + CTM 0,69 ± 0,24; AI + SF + CTM 6,02 ± 1,27; p=0,0003***; Figura 24D). 
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Figura 24. Expressão relativa dos genes (A) IL-10, (B) TGF-β, (C) IL-4 e (D) IL-13, 
7 dias após a AI. A diferença estatística entre grupos é mostrada abaixo de cada 
gráfico. 
 
5.3.6 - Expressão gênica dos fatores de crescimento VEGF e BDNF 
 
- VEGF 
 
Após 1 semana da AI, a quantidade de transcritos para VEGF diminuiu em todos os 
grupos com lesão em relação ao grupo de animais sem lesão. (Média ± SEM VEGF: sem 
lesão 1,71 ± 0,17; AI 1,01± 0,08; AI + DMEM 1,07 ± 0,17; AI + SF 0,91 ± 0,06; AI + CTM 
1,00 ± 0,04; AI + SF + CTM 0,86 ± 0,06; p = 0,0002***; Figura 25A). 
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- BDNF 
 
Após 1 semana da AI, a quantidade de transcritos para BDNF não variou entre os 
grupos estudados. (Média ± SEM BDNF: sem lesão 1,26 ± 0,16; AI 1,05± 0,16; AI + 
DMEM 1,38 ± 0,20; AI + SF 1,60 ± 0,35; AI + CTM 1,37 ± 0,09; AI + SF + CTM 1,26 ± 
0,23; p = 0,613; Figura 25B). 
 
 
 
Figura 25. Expressão relativa dos genes (A) VEGF e (B) BDNF, 7 dias após a AI. 
A diferença estatística entre grupos é mostrada abaixo de cada gráfico. 
 
5.4 - Produção de BDNF pelas células tronco mesenquimais 
 
A presença e expressão da proteína BDNF pelas CTM foi então avaliada através de 
imunoistoquímica para BDNF. A Figura 26 mostra alta co-localização entre as CTM-
EGFP e a imunomarcação anti-BDNF, revelando a presença dessa proteína associada 
às CTM.  
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Figura 26. Avaliação da expressão da proteína BDNF pelas CTM presentes no 
funículo anterior medular, sete dias após a lesão. (A) Células tronco mesenquimais 
EGFP. (B) Imunomarcação anti-BDNF. (C) Sobreposição entre CTM-EGFP e 
imunomarcação anti-BDNF, indicando alta co-localização. Barra de escala =100µm. 
 
5.5 - Sobrevivência neuronal 
 
O efeito dos tratamentos empregados foram analisados determinando-se a 
porcentagem de sobrevivência neuronal, sendo esta taxa a razão percentual entre o 
número de MN ipsilateral e contralateral à lesão. 
Não houve diferenças estatísticas no número absoluto de MN no lado contralateral 
à lesão nas diferentes condições experimentais (AI: 7,84 ± 0,78; AI + DMEM: 9,37 ± 1,69; 
AI + SF: 10,20 ± 0,47; AI + CTM: 7,94 ± 0,54; AI + SF + CTM: 8,94 ± 0,74; valores médios 
absolutos por corte ± erro padrão). Desta maneira, foi possível expressar a porcentagem 
de sobrevivência neuronal em relação ao lado contralateral nas diferentes situações 
experimentais.  
Após duas semanas, ocorreu uma intensa degeneração dos MN lesionados no 
núcleo motor dos animais dos grupos AI e AI + DMEM. Por outro lado, notou-se a 
presença de maior número de neurônios no núcleo motor nos grupos tratados com SF, 
CTM e SF + CTM, onde houve um número estatisticamente maior de neurônios 
sobreviventes (Figura 27; Tabela 6). Calculou-se a razão percentual entre o número de 
MN presentes no lado ipsilateral e contralateral, obtendo-se as seguintes porcentagens 
de sobrevivência neuronal para cada grupo: AI: 31,67%± 2,69%; AI + DMEM: 33,95% ± 
86 
 
1,20%; AI + SF: 47,13% ± 2,63%; AI + CTM: 52,10% ± 3,73%; AI + SF + CTM: 55,66% 
± 1,73%; valores médios por grupo ± erro padrão; p < 0,0001 *** (Figura 27; Tabela 6). 
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Figura 27. Cortes histológicos da coluna anterior da medula espinal corados com 
Cresil violeta. Efeito neuroprotetor dos tratamentos com SF, CTM e SF+CTM sobre os 
MN, duas semanas após a lesão. Lados contra (A, C, E, G, I) e ipsilateral (B, D, F, H, 
J) à lesão dos grupos: AI (A, B); AI + DMEM (C, D); AI + SF (E, F); AI + CTM (G, H) e 
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AI + SF + CTM (I, J). Barra de escala = 50µm. (K) Representação gráfica da 
porcentagem de sobrevivência neuronal, duas semanas após a AI. Os grupos tratados 
com SF, CTM e SF + CTM, apresentaram significativo aumento da sobrevivência 
neuronal em relação aos grupos AI e AI + DMEM (*** = p<0,001).  
 
Tabela 6. Diferença estatística entre grupos experimentais. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.6 – Astrogliose reativa 
 
A marcação com GFAP foi realizada a fim de se avaliar a astrogliose reativa 2 
semanas após a lesão. O lado contralateral à lesão mostrou apenas uma reatividade 
basal, demonstrando a presença dos processos astrocitários GFAP-positivos próximos 
aos grandes MN. No lado ipsilateral à lesão, o incremento de GFAP foi particularmente 
concentrado ao redor dos neurônios axotomizados e no local da lesão perfurante, na 
substância branca. 
Os animais que receberam tratamento com CTM (grupos AI + CTM e AI + SF + CTM) 
apresentam uma reatividade astroglial menos intensa quando comparados aos grupos 
AI, AI + DMEM e AI + SF, apesar de mais intensa que no respectivo lado contralateral 
(Figura 28; Tabela 7).  
Foi feita uma avaliação quantitativa, onde foi calculada a razão percentual da 
densidade integrada de pixels entre os lados ipsi e contralateral de cada grupo AI: 
230,7% ± 16,48%; AI + DMEM: 215,7% ± 12,67%; AI + SF: 199,1% ± 9,99%; AI + CTM: 
137,9% ± 7,14%; AI + SF + CTM: 137,4% ± 2,64%; valores médios por grupo ± erro 
padrão; p < 0,0001. (Figura 28; Tabela 7). 
Neste sentido, observou-se menor marcação com GFAP do lado ipsilateral nos 
animais transplantados com CTM, indicando que as células tronco diminuíram a reação 
astroglial.  
AI vs AI + DMEM ns
AI vs AI + SF **
AI vs AI + CTM ***
AI vs AI + SF+ CTM ***
AI + DMEM vs AI + SF *
AI + DMEM vs AI + CTM ***
AI + DMEM vs AI + SF+ CTM ***
AI + SF vs AI + CTM ns
AI + SF vs AI + SF+ CTM ns
AI + CTM vs AI + SF+ CTM ns
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Figura 28. Análise imunoistoquímica da coluna anterior da medula espinal marcada 
com anti-GFAP, 2 semanas após a lesão. Lados contra (A, C, E, G, I) e ipsilateral (B, 
D, F, H, J) à lesão dos grupos: AI (A, B); AI + DMEM (C, D); AI + SF (E, F); AI + CTM 
(G, H) e AI + SF + CTM (I, J).  Barra de escala = 50µm. (K) Representação gráfica da 
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quantificação da astrogliose reativa 2 semanas após a lesão. Observa-se uma 
significativa redução da reação astroglial nos grupos tratados com CTM (AI + CTM e 
AI + SF + CTM) quando comparada aos grupos AI, AI + DMEM e AI + SF (*** = 
p<0,001). 
 
Tabela 7. Diferença estatística entre grupos experimentais. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.7 – Preservação sináptica 
 
Para avaliar as alterações na atividade sináptica após a AI e os tratamentos 
propostos, foi feita uma análise da imunorreatividade para a proteína sinaptofisina no 
núcleo motor da coluna ventral da medula espinal, duas semanas após a lesão. Destaca-
se a marcação adjacente à superfície celular dos grandes MN que compõem o núcleo 
motor.  
Observou-se uma intensa reatividade nesta área, a qual é atribuída ao grande 
número de inputs aos MN. Em contraste ao lado contralateral, a intensidade da 
expressão da sinaptofisina foi reduzida na superfície dos MN que sofreram axotomia, 
indicando uma grande diminuição dos terminais em aposição a estes neurônios.  
Porém, observou-se no lado ipsilateral, tanto neurônios com cobertura sináptica 
reduzida, quanto neurônios com cobertura aparentemente não afetada. Por esse motivo, 
se fez necessária a utilização da marcação com anti-GAP-43 para evidenciar, no lado 
ipsilateral, quais neurônios tiveram seus axônios lesionados (portanto expressavam a 
proteína GAP-43 em seu citoplasma, marcador de neurônios em regeneração) (Figura 
29). Isso indica que nem todos os neurônios do lado ipsilateral tiveram seus axônios 
cortados, possivelmente os axônios desses neurônios devem sair da medula espinal em 
níveis medulares não afetados pela lesão. 
AI vs AI + DMEM ns
AI vs AI + SF ns
AI vs AI + CTM ***
AI vs AI + SF+ CTM ***
AI + DMEM vs AI + SF ns
AI + DMEM vs AI + CTM ***
AI + DMEM vs AI + SF+ CTM ***
AI + SF vs AI + CTM **
AI + SF vs AI + SF+ CTM **
AI + CTM vs AI + SF+ CTM ns
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Figura 29. Sobreposição da dupla marcação para anti-sinaptofisina (verde) e anti-
GAP-43 (vermelho), no lado ipsilateral à lesão de um animal do grupo AI + DMEM. 
Observa-se que os dois neurônios que não apresentam citoplasma marcados com 
GAP-43 possuem cobertura sináptica não afetada (**), enquanto o neurônio cujo 
citoplasma encontra-se marcado com GAP-43 tem cobertura sináptica bastante 
reduzida (*). A marcação com GAP-43 foi empregada para a escolha dos MN a serem 
analisados, estando presente no citoplasma apenas dos MN que foram axotomizados. 
Barra de escala = 30µm.  
 
 
Nota-se que os neurônios axotomizados e tratados com as células tronco (grupos AI 
+ CTM e AI + SF + CTM), apresentaram uma menor redução de terminais em aposição 
ao corpo celular que os outros grupos, refletindo uma possível diminuição do processo 
de eliminação sináptica nesses grupos (Figura 30; Tabela 8).  
Esta observação baseou-se em uma avaliação quantitativa da cobertura sináptica 
através da densidade integrada de pixels, que reflete a intensidade da imunomarcação. 
Foi calculada a razão percentual da densidade integrada de pixels entre os lados ipsi e 
contralateral de cada grupo AI: 50,5%± 1,41%; AI + DMEM: 50,87± 2,23%; AI + SF: 
48,32% ± 2,38%; AI + CTM: 67,86% ± 2,67%; AI + SF + CTM: 69,60% ± 2,65%; valores 
médios por grupo ± erro padrão; p < 0,0001. (Figura 30; Tabela 8). 
 
 
 
** 
** 
* 
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Figura 30. Análise imunoistoquímica da coluna anterior da medula espinal marcada 
com anti-sinaptofisina e anti-GAP-43, 2 semanas após a lesão. Imunomarcação para 
sinaptofisina, GAP-43 e a sobreposição entre ambas marcações para (A, B, C) o lado 
contralateral à lesão e para o lado ipsilateral a lesão do grupo: AI (D, E, F), AI + DMEM 
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(G, H, I), AI + SF (J, L, M), AI + CTM (N, O, P) e AI + SF + CTM (Q, R, S). Barra de 
escala = 50µm. (T) Representação gráfica da quantificação da cobertura sináptica 
duas semanas após a lesão. Observa-se uma significativa redução do processo de 
eliminação sináptica nos grupos tratados com CTM. (*** = p<0,001) 
 
Tabela 8. Diferença estatística entre grupos experimentais. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.8 - Avaliação da cicatriz glial 
 
5.8.1 – Astrócitos da cicatriz glial 
 
A marcação com GFAP foi realizada a fim de se avaliar a presença e quantidade de 
astrócitos na região da cicatriz glial localizada no funículo anterior, 4 semanas após a 
lesão.  
Foi possível notar a presença de CTM na cicatriz glial, nos grupos CTM e SF+CTM 
(Figura 31). 
 
 
 
 
 
 
 
AI vs AI + DMEM ns
AI vs AI + SF ns
AI vs AI + CTM ***
AI vs AI + SF+ CTM ***
AI + DMEM vs AI + SF ns
AI + DMEM vs AI + CTM ***
AI + DMEM vs AI + SF+ CTM ***
AI + SF vs AI + CTM ***
AI + SF vs AI + SF+ CTM ***
AI + CTM vs AI + SF+ CTM ns
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Figura 31. (A) Imunomarcação para GFAP no funículo anterior ipsilateral a lesão 
em um animal do grupo SF+CTM. (B) CTM-EGFP. (C) DAPI evidenciando os núcleos 
celulares. (D) Co-localização entre os três filtros, mostrando a posição central das 
CTM no espaço delimitado por astrócitos da cicatriz glial. Barra de escala =50µm. 
 
Foi feita avaliação quantitativa, onde se calculou a densidade integrada de pixels no 
lado ipsilateral à lesão no funículo anterior medular, 4 semanas após a lesão. Não houve 
diferença significativa entre os grupos experimentais: AI + DMEM: 64120000 ± 2667000; 
AI + SF: 63360000 ± 4544000; AI + CTM: 67030000 ± 2831000; AI + SF + CTM: 
63620000 ± 2949000; valores médios por grupo ± erro padrão; p = 0,8540. (Figura 32). 
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Figura 32. Análise imunoistoquímica do funículo anterior da medula espinal 
marcada com anti-GFAP, 4 semanas após a lesão. Lado ipsilateral a lesão para o 
grupo: (A) AI + DMEM. (B) AI + SF. (C) AI + CTM. (D) AI + SF + CTM.  Barra de escala 
= 50µm. (E) Representação gráfica da quantificação anti-GFAP 4 semanas após a 
lesão. Não houve diferença significativa entre os grupos. 
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5.8.2 – Condroitin sulfato da cicatriz glial 
 
A marcação anti-CS-56 foi realizada a fim de se avaliar a presença e quantidade de 
CS na região da cicatriz glial localizada no funículo anterior, 4 semanas após a lesão.  
Foi feita uma avaliação quantitativa, onde foi calculada a densidade integrada de 
pixels no lado ipsilateral à lesão no funículo anterior medular, 4 semanas após a lesão. 
Não houve diferença significativa entre os grupos experimentais: AI + DMEM: 137100000 
± 10810000; AI + SF: 107600000 ± 27440000; AI + CTM: 88500000 ± 21210000; AI + 
SF + CTM: 100400000 ± 24140000; valores médios por grupo ± erro padrão; p = 04620. 
(Figura 33). 
Observa-se, porém, uma tendência de menor imunomarcação para CS no grupo 
tratado com CTM, porém a diferença não é significativa estatisticamente. 
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Figura 33. Análise imunoistoquímica anti-CS-56 do funículo anterior da medula 
espinal, 4 semanas após a lesão. Lado ipsilateral a lesão para o grupo: (A) AI + 
DMEM. (B) AI + SF. (C) AI + CTM. (D) AI + SF + CTM.  Barra de escala = 50µm. (E) 
Representação gráfica da quantificação anti-CS-56 4 semanas após a lesão. Não 
houve diferença significativa entre os grupos. 
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5.9 – Avaliação da função motora – Catwalk 
 
5.9.1 - Índice funcional do nervo fibular 
 
Para o cálculo do índice  funcional  do  nervo  fibular (IFF) foram utilizados dois  
parâmetros:  a  distância  entre  o  primeiro  e  o  quinto  dedo (largura da pata) e a 
distância entre o terceiro dedo e o calcanhar (comprimento da pata). Os grupos 
experimentais mostraram-se estatisticamente diferentes entre si (p < 0,0001). 
O grupo tratado com CTM apresenta melhor desempenho que o grupo controle. Já 
os grupos que receberam selante de fibrina (SF e SF+CTM) apresentam desempenho 
ligeiramente pior que o grupo controle (Figura 34). 
 
 
 
Figura 34. Análise da função motora  dos  animais ao longo de 28 dias após a 
lesão. O comprimento e largura das patas posteriores direita (não-lesionada) e 
esquerda (lesionada)  foram utilizados para o cálculo do índice funcional do nervo 
fibular. 
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5.9.2 – Área de apoio das patas 
 
Com relação à área de apoio das patas durante a marcha, os grupos experimentais 
mostraram-se estatisticamente diferentes entre si (p = 0,0128). O grupo tratado com CTM 
apresentou melhores resultados que os demais grupos. Já os grupos que receberam 
selante de fibrina (SF e SF+CTM) apresentam desempenho ligeiramente pior que o 
grupo controle (Figura 35). 
 
 
Figura 35. Porcentagem LH/RH relativa a área de apoio das patas posteriores, ao 
longo de 28 dias após a lesão.  
 
5.9.3 – Parâmetros relacionados às fases da marcha 
 
A marcha pode ser dividida em duas fases: apoio e balanço. Na fase de apoio de 
uma pata a mesma encontra-se em contato com o solo, sustentando o peso do corpo do 
animal, terminando com a propulsão, por flexão plantar. Na fase de balanço a pata não 
está mais sustentando peso e move-se para frente.      
A duração da fase de apoio é a duração em segundos do tempo de contato da pata 
com a passarela de vidro e para esse parâmetro os grupos experimentais mostraram-se 
estatisticamente diferentes entre si (p = 0,0011). O grupo tratado com CTM teve 
recuperação significativamente melhor que os demais grupos e os grupos que receberam 
selante de fibrina (SF e SF+CTM) apresentam desempenho ligeiramente pior que o 
grupo controle (Figura 36). 
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Figura 36. Porcentagem LH/RH relativa ao tempo da fase de apoio das patas 
posteriores, ao longo de 28 dias após a lesão.  
 
Velocidade do balanço é a velocidade (unidades de distância/segundos) da pata 
durante a fase de balanço. Nesse parâmetro os grupos experimentais mostraram-se 
estatisticamente diferentes entre si (p = 0,0109). O grupo tratado com CTM teve 
recuperação significativamente melhor que os demais grupos e os grupos que receberam 
selante de fibrina (SF e SF+CTM) apresentam desempenho ligeiramente pior que o 
grupo controle (Figura 37). 
 
 
Figura 37. Porcentagem LH/RH relativa a velocidade da pata durante a fase de 
balanço, ao longo de 28 dias após a lesão. 
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6. Discussão 
 
Após lesão medular, a sobrevivência neuronal, astrogliose, inflamação, preservação 
sináptica e a formação da cicatriz glial representam fatores de grande importância e 
impacto em uma possível recuperação funcional após a lesão. 
 
6.1 – Inflamação 
 
O grupo tratado com SF teve elevação na expressão de marcadores de macrófagos 
M1 (pró-inflamatórios) e M2 (anti-inflamatórios), de citocinas anti-inflamatórias (IL-4, IL-
13, IL-10) e também de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e IL1β).  
Tendo em vista que o selante de fibrina é composto por fibrinogênio xenógeno e que, 
portanto, seus componentes podem gerar estimulação da resposta imune, este pode ter 
gerado reatividade da microglia residente, bem como estimulado recrutamento de 
macrófagos derivados de monócitos. Nesse sentido, o selante de fibrina teria caráter 
imunogênico, causando inflamação através de mecanismos pró-inflamatórios e também 
a resolução da mesma, por mecanismos anti-inflamatórios.  
O aumento do afluxo de macrófagos após utilização de SFc (nesse caso o comercial 
e não o do CEVAP) já foi reportado por Petter-Puchner e colaboradores, 2007. Tais 
autores realizaram contagem de neutrófilos, macrófagos e microglia após hemissecção 
do segmento medular T9. Constataram que o grupo tratado com SFc, em comparação 
ao sem tratamento, apresentou grande recrutamento de macrófagos após a lesão, 
significativamente maior 3 e 7 dias após lesão. Com 28 dias após lesão, os níveis de 
macrófagos voltaram a ser iguais entre os dois grupos experimentais e, nesse momento, 
o grupo tratado com SFc teve melhor desempenho no teste BBB (Petter-Puchner et al., 
2007). Esse estudo vai de acordo com o aumento de recrutamento de macrófagos visto 
no presente trabalho com 7 dias após a lesão. Ainda, a diminuição do recrutamento de 
macrófagos em período mais tardio poderia ser explicada pela degradação do SF e, 
portanto, interrupção de sua ação. 
Quanto às citocinas pró-inflamatórias, no período inicial após a lesão, IL-1β e TNF-α 
estão provavelmente envolvidos no recrutamento e ativação de células imunes 
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periféricas e do SNC (astrócitos e microglia). Ambas as citocinas pró-inflamatórias, 
podem aumentar a permeabilidade vascular (Donnelly and Popovich, 2008; Schnell et 
al., 1999) e prejudicar o metabolismo e captação do glutamato por astrócitos (Chao et 
al., 1995; Donnelly and Popovich, 2008; Pitt et al., 2003; Takahashi et al., 2003). Além 
disso, o TNF-α parece ter um efeito dual após lesão. Estudos recentes mostram forte 
evidência de que o TNF-α possa também ser neuroprotetor, através da promoção da 
proliferação de oligodendrócitos e estimulação de remielinização (Arnett et al., 2001; 
Arnett et al., 2003; Castellano et al., 2008; Sharief, 1998), indução da superóxido 
dismutase através do receptor p75 por TNF-α (Bruce et al., 1996; Castellano et al., 2008; 
Wong, 1995), protegendo os neurônios contra espécies reativas de oxigênio e pela 
estabilização da calbindina (proteína que se liga ao cálcio e funciona como um tampão 
de cálcio citosólico), mantendo a homeostase no SNC (Castellano et al., 2008; Cheng et 
al., 1994). No entanto, a presença de um mediador pró-inflamatório no local de lesão não 
é motivo suficiente para presumir que ele terá efeitos prejudiciais. Avaliação funcional 
em animais experimentais é necessária para determinar o seu papel (David et al., 2012). 
Nesse sentido, apesar do aumento na expressão de citocinas pró-inflamatórias, junto 
com aumento de macrófagos M1 no grupo tratado com SF, o grupo não apresentou 
desempenho motor pior que os demais grupos experimentais 7 dias após a lesão e ainda 
apresentou maior sobrevivência neuronal, revelando um caráter neuroprotetor do 
selante, com 14 dias após a lesão. Isso pode ser explicado pela presença de outras 
citocinas e tipos celulares (IL-10, IL-4 e IL-13 e macrófagos M2), que podem ter gerado 
um microambiente também com caráter anti-inflamatório. 
Macrófagos M2A expressam altos níveis de arginase-1 (Gensel and Zhang, 2015) e 
são induzidos por IL-4, IL-13, participando principalmente na redução da inflamação e 
melhorando a fagocitose (Varnum and Ikezu, 2012; Zhou et al., 2014). Arginase-1 
antagoniza iNOS e contribui para a resposta anti-inflamatória (Ahn et al., 2012; Zhou et 
al., 2014). No grupo tratado com selante de fibrina é possível notar que o mesmo não só 
causou um recrutamento maior de macrófagos, mas também promoveu um “switch” de 
parte deles para o perfil M2, evidenciado pelo aumento na expressão de marcador de 
macrófago M2A (arginase-1). Os macrófagos M2 são originários da exposição de 
macrófagos M1 a citocinas IL-4 e IL-13, cuja expressão também se encontra aumentada 
no grupo SF.  
A liberação de IL-10 é típica do perfil de macrófago regulador M2B (Edwards et al., 
2006; Gensel and Zhang, 2015; Mosser and Edwards, 2008), que contribui para a 
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depuração de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (Zhou et al., 2014). Essa 
citocina é um fator crítico para a recuperação funcional após LM. Ren e Young, 2013, 
mostraram que a transferência de macrófagos "benéficos" (anti-inflamatórios com 
capacidade fagocitária intacta) promoveu liberação de grandes quantidades de IL-10 
diretamente na medula lesionada, levando à recuperação funcional (Ren and Young, 
2013). Em contrapartida, camundongos sem IL-10 apresentaram recuperação funcional 
insatisfatória e maior resposta inflamatória, apoptose, perda de tecido e edema após a 
compressão da medula espinal (David et al., 2012; Genovese et al., 2009). A melhora da 
função motora, no entanto, não foi evidenciada no grupo tratado com SF, possivelmente 
pela concomitante presença de citocinas e macrófagos pró-inflamatórios ou ainda porque 
o estímulo não foi duradouro, devido à degradação do SF. 
Há consenso que a inflamação tem tanto efeitos benéficos quanto prejudiciais aos 
tecidos (Zhou et al., 2014), dependendo de sua intensidade e tempo de duração. Ambos 
os efeitos benéficos e nocivos têm sido atribuídos à presença e ativação de 
microglia/macrófagos, linfócitos, produção de anticorpos e citocinas (Donnelly and 
Popovich, 2008). Essa modulação da inflamação no grupo tratado com SF pode não ter 
sido traduzida para recuperação motora, porém pode ser um fator determinante para a 
neuroproteção observada no grupo que recebeu SF, indicada por maior número de 
neurônios sobreviventes 2 semanas após a lesão. Ainda, é importante ressaltar que a 
função dos macrófagos/microglia pós-lesão não pode ser considerada como uma 
simples dicotomia de positiva/negativa ou M1/M2, sendo que um cenário muito mais 
complexo deve ser considerado.  
Observou-se ainda, um diferente padrão de inflamação quando ao SF foram 
associadas CTM. O grupo com tratamento combinado, quando comparado ao grupo que 
recebeu SF sozinho, apresentou maior expressão da citocina IL-1β, pró-inflamatória e 
menor expressão das citocinas IL-4 e IL-13, anti-inflamatórias. Quando comparado ao 
grupo controle, o grupo SF + CTM apresentou aumento na expressão de macrófagos M1 
pró-inflamatórios, porém diferentemente do grupo que recebeu SF sozinho, não 
apresentou aumento na expressão de macrófagos M2, anti-inflamatórios. É possível que 
o microambiente proporcionado pelo SF tenha alterado as propriedades das CTM, 
gerando um ambiente predominantemente pró-inflamatório no grupo com tratamento 
combinado, o que culminou na ausência da melhora motora. 
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Não foi encontrado efeito do tratamento com CTM na imunomodulação 7 dias após 
AI, porém essa descoberta não exclui a possibilidade das CTM participarem da 
imunomodulação em momentos mais precoces, que não foram aqui estudados. 
 
6.2 – Fatores Tróficos 
 
O suprimento sanguíneo adequado é um fator crítico na recuperação de lesões 
traumáticas medulares (Graumann et al., 2011). O fluxo de sangue na medula lesionada 
é comprometido devido à quebra da BHE e falha na revascularização (Graumann et al., 
2011). Embora a hipóxia afete diretamente os neurônios, ela também induz respostas 
fisiológicas de proteção, pela ativação de genes induzidos por baixa tensão de oxigênio. 
Estes podem proteger a célula contra apoptose e recuperar o fluxo sanguíneo por 
neovascularização. Um importante fator angiogênico induzido por hipóxia é o VEGF, que 
também é conhecido por regular a neuroproteção (Chu and Wu, 2009; Tolosa et al., 
2008). A produção de VEGF pelas CTM é um elo importante para recuperação funcional 
após uma lesão (An et al., 2010a). 
Com 7 dias pós lesão, a diferença entre grupos na expressão de VEGF após AI se 
deu apenas entre o grupo sem lesão quando comparado aos demais grupos, revelando 
a diminuição da expressão desse fator após AI. Baixa expressão de VEGF foi reportada 
durante as primeiras quatro semanas após LM (Graumann et al., 2011; Herrera et al., 
2009; Ritz et al., 2010). Esta observação está correlacionada com a diminuição dos 
níveis de RNAm para VEGF medidos no presente estudo. 
A produção de VEGF por CTM foi demonstrada por Yu e colaboradores, 2011, em 
modelo de compressão medular em ratos, com administração de CTM 30 minutos após 
a lesão. O VEGF mostrou regulação negativa após a lesão, porém a terapia celular 
aumentou os níveis do transcrito para esse gene, tendo seu pico de expressão 3 dias 
após a compressão medular. A aumentada expressão gênica foi verificada 1, 3 e 5 dias 
após a lesão. Com 7, 14 e 28 dias posteriores a compressão medular a elevada 
expressão gênica de VEGF causada pela terapia celular não pode mais ser detectada 
(Yu et al., 2011). Já a presença da proteína VEGF mostrou-se aumentada em animais 
tratados com CTM até 28 dias após contusão medular, através de análise por Western 
Blotting. A persistência dos níveis aumentados da proteína VEGF foi associada a 
recuperação funcional (Wang et al., 2014). Nestes trabalhos, o aumento da expressão 
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gênica do fator VEGF causada pela terapia com CTM foi bastante precoce e com 
pequeno tempo de duração, observado somente até 5 dias após a lesão. Já os níveis da 
proteína VEGF, fruto do anterior aumento da expressão gênica causada pela terapia 
celular, teve maior duração e pôde ser observada até 28 dias após a lesão. Dessa forma, 
é possível que, em nosso estudo não tenha sido possível observar aumento na 
expressão de transcritos gênicos para VEGF nos grupos tratados, pois a escolha do 
tempo de análise foi mais tardia, visto que buscamos aferir outros fatores pró-
regenerativos. 
O tratamento com BDNF pode promover recuperação funcional pós lesão, 
aumentando a sobrevivência de neurônios e regeneração de axônios (Dougherty et al., 
2000; Nakajima et al., 2010; Rong et al., 2012). No presente estudo, com 7 dias após AI, 
não foi encontrada diferença entre o grupo sem lesão comparado aos grupos com lesão. 
Outros trabalhos mostraram que diferentemente de outros modelos, após LM, com a 
exceção de uma rápida modulação aguda no início (6 horas após lesão, com pico entre 
24-72 horas), os níveis dessa neurotrofina permanecem quase inalterados na medula 
espinal lesionada (Hajebrahimi et al., 2008; Hayashi et al., 2000).  
Em nosso estudo a análise de expressão dessa neurotrofina não revelou diferença 
entre grupos. Outros trabalhos também mostraram similar expressão de BDNF entre o 
grupo tratado com CTM e o grupo controle, em modelo de LM e tratamento com CTM 
derivadas de ratos e humanos (Park et al., 2010; Rosado et al., 2017). Em contrapartida, 
Rodrigues Hell e colaboradores, 2009, demonstraram em modelo de avulsão de raiz 
ventral que o implante de CTM promoveu aumento dos transcritos para BDNF com 2 
semanas após a lesão (Rodrigues Hell et al., 2009). Esse aumento da expressão gênica 
foi correlacionado com preservação sináptica, maior sobrevivência neuronal e diminuição 
da astrogliose reativa. Em nosso estudo não houve o aumento da expressão gênica para 
BDNF, com 7 dias após lesão e tratamento com CTM, quando analisada a região ventral 
medular ipsilateral como um todo. É possível, contudo, que as CTM tenham produzido 
tal neurotrofina e secretado esse fator no microambiente dos motoneurônios 
axotomizados. Tendo em vista a diminuta concentração dessa proteína, em termos de 
volume total do tecido, dificilmente tal regulação positiva poderia ser detectada. Porém, 
através de imunoistoquímica para BDNF, 7 dias pós AI, foi possível demonstrar alta co-
localização entre CTM e BDNF, reforçando a hipótese de entrega desse fator 
diretamente aos motoneurônios lesionados e de acordo com o previamente descrito por 
nosso grupo. 
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6.3 - Sobrevivência Neuronal 
 
Experimentalmente, a degeneração neuronal no adulto pode ser induzida em MN 
medulares, através da axotomia proximal. A avulsão ou esmagamento de raízes ventrais 
na superfície da medula espinal ou a AI são classicamente descritas na literatura. Essas 
lesões têm efeito nos respectivos segmentos da medula espinal, havendo degeneração 
de axônios motores, perda de sinapses, deterioração de conexões segmentares, morte 
de interneurônios e reações em células não neuronais, com a formação de uma cicatriz 
inibidora do crescimento axonal, a chamada cicatriz glial (Carlstedt, 2008).  
Com a AI, a perda de conexão do motoneurônio com seu alvo periférico gera 
interrupção de fornecimento, aos MN, de fatores neurotróficos produzidos pelo alvo que, 
juntamente com o trauma axonal e desbalanço dos inputs excitatórios/inibitórios leva à 
excitotoxidade, o que drasticamente reduz o número de MN. É consenso que tanto a 
apoptose quanto a necrose contribuem para a morte neuronal após axotomia proximal 
dos MN (Chu and Wu, 2009; Li et al., 1998; Wu, 2000). Outro mecanismo que conduz à 
morte do motoneurônio é a resposta inflamatória à axotomia por meio de ativação da 
micróglia e consequente secreção de citocinas (Ohlsson and Havton, 2006).  
O tipo de lesão e distância entre o ponto de axotomia e o corpo celular são de grande 
importância e refletem na quantidade de células que degeneram. No presente estudo 
obtivemos, duas semanas após a lesão, cerca de 70% de morte neuronal. Tal resultado 
indica que o modelo experimental é adequado para a investigação dos efeitos 
retrógrados resultantes da axotomia proximal. 
Em um trabalho em que foi investigada a morte neuronal após AI em gatos, notou-
se 50% de morte neuronal com 1 a 3 semanas após AI (Linda et al., 2000), valor pouco 
menor que o encontrado no presente estudo (70% com 4 semanas após AI) e similar ao 
encontrado em modelo de esmagamento de raízes ventrais (Spejo et al., 2013). 
Diferenças na metodologia (critérios de contagem) e da cirurgia poderiam explicar essa 
diferença, assim como a diferença entre espécies estudadas. A profundidade em que o 
microbisturi é utilizado para fazer a incisão no funículo anterior, por exemplo, pode ser 
uma grande fonte de variação entre indivíduos e estudos. Se a hemissecção não for 
completa (quase encontrando a fissura média anterior), mais neurônios são poupados. 
Nesse sentido, foram excluídos das análises animais com lesões incompletas do funículo 
anterior. 
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Apesar do modelo de AI ser uma lesão comparativamente mais proximal que o de 
avulsão de raízes ventrais e que, em teoria, geraria maior morte neuronal, com duas 
semanas após a avulsão, cerca de 80% dos MN morrem em resposta à avulsão 
(Koliatsos et al., 1994). Isso provavelmente remete ao fato do modelo de AI poupar 
alguns MN de localização mais medial (Risling et al., 1983), mas também por 
peculiaridades desse tipo de lesão que favorecem a sobrevivência e regeneração axonal. 
Acredita-se que a tração axonal, no caso da avulsão, seja um fator determinante para 
maior ocorrência degenerativa, gerando mais eventos de necrose celular e inflamação 
intensa. 
Fatores neurotróficos são moléculas que têm um impacto significativo durante o 
desenvolvimento, influenciando na sobrevivência celular, diferenciação e crescimento 
(Chu and Wu, 2009; Snider and Johnson, 1989). Proporcionar substâncias neurotróficas 
aos pacientes com lesão nervosa pode ser uma opção para resgatar neurônios da 
medula espinal, antes que a conectividade com a periferia seja restabelecida. Contudo, 
a produção de fatores neurotróficos em larga escala, bem como seus significativos 
efeitos colaterais quando administrados em grandes quantidades, dificulta sua utilização 
clínica. Além disso, há necessidade de um gradiente próximo-distal que possibilite a 
quimiotaxia para um crescimento guiado dos axônios em regeneração, inclusive para 
que estes deixem o território do SNC e se desenvolvam no SNP (raízes nervosas e 
nervos espinais, por exemplo). 
No sentido de se obter produção local de moléculas pró-regenerativas, o uso de CTM 
parece ser uma estratégia adequada, visto que sintetizam vários fatores de crescimento 
neurotróficos e angiogênicos, incluindo BDNF, GDNF, NGF, IGF, GM-CSF, FGF2, TGF, 
FGF2, HGF, angiopoietina, e VEGF (Kalinina et al., 2011; Lopatina et al., 2011; Rubina 
et al., 2009).  
O GDNF, por exemplo, não foi objeto de estudo desse trabalho, porém já foi 
mostrado que CTM de ratos produzem essa neurotrofina quando aplicadas 
intramedularmente em modelo de avulsão de raízes ventrais (Rodrigues Hell et al., 
2009). O GDNF é um fator 75 vezes mais potente do que o BDNF em ensaio de 
sobrevivência de MN (Chu and Wu, 2009; Henderson et al., 1994). A injeção de 
adenovírus codificante de GDNF, no segmento avulsionado lombar, resgatou MN 
avulsionados e aumentou brotamentos, embora não tenha promovido a regeneração dos 
axônios na raiz reimplantada, nem tenha promovido a recuperação funcional (Blits et al., 
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2004; Chu and Wu, 2009). Aplicação via intratecal, após avulsão e reimplante de raízes 
nervosas lombares, promoveu sobrevivência neuronal e regeneração (Bergerot et al., 
2004; Chu and Wu, 2009). Além disso, outras neurotrofinas como o FGF2 e HGF 
produzidos por CTM já foram mostrados como importantes para sobrevivência de MN  
(Araujo et al., 2017; Chu and Wu, 2009; Hayashi et al., 2006; Teng et al., 1999) e no caso 
do HGF, ainda gerou supressão da caspase-1, iNOS e redução da gliose (Chu and Wu, 
2009; Hayashi et al., 2006). 
O presente estudo reafirmou a produção de BDNF pelas CTM, sendo este 
possivelmente o elo entra a maior sobrevivência neuronal observada nos grupos com 
terapia celular. Numerosos estudos demonstraram que o BDNF é um fator de 
sobrevivência potente para neurônios motores em desenvolvimento e lesionados in vitro 
e in vivo (Chu and Wu, 2009; Henderson et al., 1993; Koliatsos et al., 1993; Oppenheim 
et al., 1992; Sendtner et al., 1992). Além disso, promove o brotamento e crescimento 
axonal (Boyd and Gordon, 2003; Chu and Wu, 2009; Novikov et al., 1997; Streppel et al., 
2002). Administração intratecal de BDNF parece promover sobrevivência neuronal a 
longo prazo e induzir regeneração de axônios motores do ponto de avulsão de raízes ao 
longo da superfície medular, até mesmo na ausência de reimplante (Cullheim et al., 
2002a; Novikov et al., 1997; Novikova et al., 1997). 
Uma outra interpretação para a neuroproteção observada, por terapia celular, é que 
as CTM tornariam os MN menos vulneráveis aos efeitos lesivos induzidos pela axotomia 
proximal. Um possível mecanismo de degeneração dos MN, após a lesão, está 
relacionado ao dano oxidativo mediado por peroxinitrito e ao acúmulo de neurofilamentos 
fosforilados (Martin et al., 1999). Tem-se relatado que a atividade da óxido nítrico sintase 
é induzida em MN medulares após lesões, o que sugere um importante papel dessa 
enzima na iniciação da morte destes neurônios (Ruan et al., 1995). Além disso, foi visto 
que o tratamento de animais após avulsão, com vetores virais codificantes para BDNF e 
GDNF foi capaz de suprimir a atividade da óxido nítrico sintase e consequentemente 
diminuir a degeneração (Sakamoto et al., 2003; Watabe et al., 2005; Watabe et al., 2000). 
A produção de fatores neurotróficos pelas CTM poderia contribuir para a diminuição da 
atividade desta enzima e, consequentemente, gerar neuroproteção.  
O outro tratamento investigado no atual trabalho, foi o uso do selante de fibrina, 
cuja versão comercial tem sido largamente empregada na cicatrização de feridas, 
embora seus benefícios em lesões na medula espinal sejam limitados (Liu et al., 2013). 
Nesse sentido investigamos o impacto do SF quando associado às CTM. Na análise de 
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duas semanas após a lesão, o SF sozinho mostrou-se tão eficaz quanto o tratamento 
com células tronco, para a sobrevivência neuronal. Essa neuroproteção pode ser 
explicada pelo perfil inflamatório presente nesse grupo, discutido anteriormente. Com 7 
dias após a lesão, o grupo tratado com SF apresentou maior inflamação, mas também 
respostas de resolução à mesma, marcada pela maior expressão de marcadores de 
macrófagos M1 e M2 e citocinas anti e pró-inflamatórias, sem prejuízo da função motora 
quando comparado aos demais grupos com 7 dias após a lesão. É também possível 
que o selante tenha facilitado a revascularização do tecido lesionado, como visto em 
outros modelos experimentais, embora no período estudado (7 dias após AI) o 
tratamento com SF não tenha apresentado diferenciada expressão de VEGF, o que, 
todavia, não exclui a possibilidade de aumentada expressão desse gene em outros 
momentos mais prematuros, que puderam ser avaliados. A associação do selante com 
as células não se mostrou superior em relação aos tratamentos em separado nessa 
análise.  
 
6.4 – Astrogliose Reativa e Plasticidade Sináptica 
 
No SNC de vertebrados, após lesão, insulto químico, doença e desordem genética, 
os astrócitos tornam-se reativos e respondem de maneira típica, chamada astrogliose 
(Eng et al., 2000). A astrogliose é estimulada por citocinas liberadas de microglia e 
neurônios danificados (Blackburn et al., 2009). É importante ressaltar que o aumento na 
proteína GFAP e a expressão de suas isoformas, que não seriam expressas em 
circunstâncias normais, pode alterar a função do astrócito (Middeldorp and Hol, 2011). 
Alterações na expressão de GFAP podem bloquear a função sináptica, alterar o 
metabolismo de glutamato-glutamina e gerar hiperplasia, expandindo a área de 
superfície em contato com neurônios adjacentes (Middeldorp and Hol, 2011). Ainda, 
sugeriu-se que as mudanças nos filamentos intermediários do citoesqueleto dos 
astrócitos, devido à gliose reativa, poderiam alterar a reciclagem das vesículas e também 
afetar o tráfego de endossomos e lisossomos. Consequentemente, isso pode influenciar 
na dinâmica de liberação de substâncias, contribuindo para processos 
neurodegenerativos (Middeldorp and Hol, 2011).  
No modelo de AI, foi observada proeminente astrogliose com 14 dias após a lesão 
no lado medular ipsilateral à lesão em todos os grupos experimentais. Porém, a 
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astrogliose foi significativamente menor nos grupos que receberam terapia celular. 
Similar resultado foi encontrado em modelo de avulsão de raízes ventrais e terapia com 
CTM, onde as mesmas promoveram a redução da astrogliose, o que possivelmente 
contribuiu para maior sobrevivência neuronal e estabilidade sináptica (Rodrigues Hell et 
al., 2009). Resultados semelhantes foram ainda obtidos em modelo de esclerose lateral 
amiotrófica (Vercelli et al., 2008). Já o tratamento com selante de fibrina não teve papel 
significativo na redução da astrogliose nos tempos de sobrevida avaliados. 
Os processos astrocitários estão intimamente associados com a fenda sináptica, 
onde estão ativamente estão envolvidos na sua funcionalidade (Middeldorp and Hol, 
2011; Perea and Araque, 2007). Além disso, os astrócitos são considerados o tipo de 
célula predominantemente responsável pela captação de glutamato em excesso, que é 
então metabolizado a glutamina, que por sua vez, é crítica para a formação de glutamato 
e GABA (Bak et al., 2006; Middeldorp and Hol, 2011). 
Em nosso estudo, a terapia com CTM, além de promover a sobrevivência dos MN e 
diminuição da astrogliose reativa, ainda influenciou na organização dos inputs sinápticos. 
Assim, os animais que receberam células tronco apresentaram uma significativa redução 
do destacamento das sinapses. Esse fato pode estar relacionado à produção de BDNF 
pelas CTM, que previne o destacamento de sinapses após avulsão e restabelece a 
frequência e a cobertura sináptica (Novikov et al., 2000). Apesar da presente terapia 
celular não prevenir a perda inicial das sinapses, a presença de substancial número é 
mantida, até duas semanas após a lesão.  
Uma outra possibilidade a ser considerada é que o tratamento com CTM reduz a 
reação astroglial. Os astrócitos estão intimamente envolvidos no destacamento de 
terminais pré-sinápticos e podem participar ativamente neste processo (Aldskogius et al., 
1999). Assim, reduzindo a astrogliose, geralmente se preserva mais circuitos espinais e 
facilita a regeneração após a lesão (Aldskogius and Kozlova, 1998; Barbizan and 
Oliveira, 2010; Biscola et al., 2017). Em um estudo prévio, em nosso laboratório, 
observou-se que co-culturas de neurônios e astrócitos reativos leva à redução do número 
de contatos sinápticos (Emirandetti et al., 2006). Desta forma, a atenuação da astrogliose 
reativa pode ser um dos mecanismos envolvidos na redução da eliminação sináptica. 
Em modelo de AI, foi observado que a perda de inputs sinápticos no corpo neuronal 
acontece preferencialmente para os inputs excitatórios glutamatérgicos, deixando as 
células sob influência essencialmente inibitória, durante o processo de reparo (Linda et 
al., 2000). Esses eventos mostram uma mudança no metabolismo nos MN sujeitos à 
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lesão, passando este do papel de elemento final da via motora para o estado onde o 
principal objetivo é sobreviver e produzir novos axônios (Carlstedt, 2009), além de 
potencialmente proteger a célula contra a excitotoxicidade glutamatérgica. Nesse 
sentido, Spejo e colaboradores, 2013, também observaram maior sobrevivência 
neuronal, menor astrogliose e maior preservação sináptica após tratamento com CTM, 
após esmagamento de raízes ventrais. Porém, o estudo dos tipos sinápticos preservados 
revelou que a preservação é predominantemente de inputs GABAérgicos (inibitórios), 
enquanto que os inputs glutamatérgicos excitatórios foram igualmente destacados entre 
os grupos que receberam CTM ou DMEM. Essa preservação de inputs inibitórios, mas 
não de excitatórios, pode representar também um fenômeno que protege o neurônio da 
excitotoxicidade glutamatérgica, podendo contribuir com a sobrevivência neuronal no 
grupo tratado com CTM (Spejo et al., 2013). 
 
6.5 - Cicatriz Glial 
 
 No presente trabalho, objetivou-se estudar um possível papel para CTM e SF na 
modulação da cicatriz glial após AI. O estudo foi realizado pela quantificação da 
imunomarcação para GFAP, marcador de astrócitos e CS-56, marcador para CS. Não 
foram encontradas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos estudados 
quanto ao nível de astrócitos e CS presente na região da lesão (substância branca 
ipsilateral) 28 dias após AI. É possível notar uma tendência para menor quantidade de 
CS no grupo tratado com CTM apenas, porém a mesma não foi estatisticamente 
diferente quando comparada aos demais grupos. 
 Existem trabalhos indicando possíveis papéis para CTM na formação da cicatriz 
glial. A grande maioria desses trabalhos, porém, usou tipos celulares diferentes do 
administrado nesse projeto. Grande parte da literatura se concentra em células derivadas 
de humanos, seja proveniente da medula óssea ou até mesmo de cordão umbilical. A 
forma de administração das células também varia entre intravenoso, intratecal, injeção 
intraespinal e associada a outros tipos de arcabouços. Nenhum desses trabalhos, porém, 
administrou CTM liberadas na superfície da medula espinal ou associadas a selante de 
fibrina. O tipo de lesão estudados também pode ser um objeto de variação dos resultados 
encontrados com o da literatura. Os trabalhos citados são de LM por contusão e 
transecção, em que a cicatriz glial junto com a área lesionada é muito maior e muito mais 
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heterogênea que a do presente estudo, cuja lesão se situa apenas na substância branca, 
especificamente no funículo anterior. Ainda, todos os trabalhos que relataram influência 
das CTM na cicatriz glial tiveram tempo de administração das CTM diferente do presente 
trabalho.  
Ao que diz respeito à quantidade de astrócitos encontrados na região da cicatriz glial, 
resultado semelhante ao presente trabalho foi obtido em um estudo recente em que ratos 
tratados com CTM humanas de medula óssea apresentaram similar quantidade de 
astrócitos na cicatriz glial, quando comparado ao grupo controle, que recebeu salina. A 
área da cicatriz glial, em contrapartida apresentou-se menor no grupo tratado com CTM 
comparado ao grupo controle. A avaliação foi feita através de imunoistoquímica para 
GFAP dois meses após lesão por compressão na medula espinal e administração de 
CTM intraespinal uma semana após a lesão (Ruzicka et al., 2017). No presente trabalho 
não foi possível avaliar a área de cicatriz glial, pois as bordas da mesma não eram tão 
facilmente delimitadas, como no modelo de LM. 
Em contrapartida, outros trabalhos mostraram diminuição na quantidade de 
astrócitos na cicatriz glial em animais tratados com CTM após LM. Após transecção 
medular, deixando um gap de 2mm em nível torácico, ratos que tiveram transplante de 
uma lâmina preparada com CTM de medula óssea de ratos e ácido ascórbico 
completando o gap comparados com animais cujo gap foi preenchido com esponja de 
gelatina, apresentaram menor marcação para GFAP nas bordas da cicatriz glial 2 e 8 
semanas após a lesão (Okuda et al., 2017). Após lesão de contusão medular e injeção 
na coluna dorsal de CTM humanas proveniente do cordão umbilical 24 horas após a 
lesão, a marcação para GFAP mostrou-se menor para o grupo tratado com células com 
oito semanas após a lesão (Hu et al., 2010). A expressão de CS não foi avaliada nesses 
trabalhos. 
Outro trabalho mostrou um papel para CTM humanas de cordão umbilical no 
tratamento de LM por contusão e seu papel na cicatriz glial. As células foram 
administradas 8 dias após a lesão através de injeções intramedulares. Vinte e um dias 
após a lesão, ratos tratados com CTM apresentaram aumento de expressão dos 
transcritos gênicos para MMP-2 e TIMP-2, reveladas por qPCR. A MMP-2 é uma enzima 
presente no processo de cura da ferida após lesão central e encontra-se altamente 
expressa em paralelo a emergência da astrogliose reativa (Goussev et al., 2003; 
Veeravalli et al., 2009), sendo capaz de degradar proteoglicanos condroitin sulfato 
específicos (Veeravalli et al., 2009; Zuo et al., 1998). O aumento de expressão gênica 
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para MMP-2 no grupo tratado com CTM foi associada pelos autores à diminuição da 
quantidade de astrócitos e CS no ambiente de lesão através de imunoistoquímica 
(apenas de forma qualitativa), indicando que a degradação proteolítica de CS foi 
aumentada na presença da enzima, criando um ambiente mais favorável a plasticidade 
axonal e regeneração (Veeravalli et al., 2009). 
A presença de citocinas inflamatórias são responsáveis por induzir a migração de 
CTM humanas de medula óssea para o local da lesão e um mecanismo usado pelas 
CTM para migrar através da matriz extracelular é a modulação da produção de MMP-1, 
MMP-2, MMP-13, TIMP-1 e TIMP-2 (Tondreau et al., 2009). Dessa forma, a degradação 
de CS é realizada pelas metaloproteases durante a migração das CTM (Annabi et al., 
2003; Son et al., 2006; Wright et al., 2007b).  
Nenhum trabalho, porém, estudou a expressão de MMPs após terapia com CTM de 
medula óssea de rato. É possível que esse tipo celular também apresente aumentada 
expressão gênica para MMPs e essa seja a forma pela qual a terapia leva à diminuição 
da quantidade de CS na região da cicatriz glial. Embora o presente estudo mostre uma 
tendência de diminuição no nível de CS no grupo tratado com CTM, a mesma não é 
estatisticamente significativa. É possível que essa moderada diminuição no CS seja 
devido a aumentada expressão de transcritos gênicos para MMPs pelas CTM, que 
estariam degradando parcialmente o CS da cicatriz glial. A amplitude desse efeito, 
porém, seria diretamente proporcional ao número de células sobreviventes. Como trata-
se de uma avaliação mais tardia, é possível que o número de CTM sobreviventes não 
seja mais tão alto a ponto de se ter uma ação significativa nesse sentido. A forma, bem 
como o tempo escolhido para a administração das células pode ter tido um papel crucial 
no número de células sobreviventes e consequentemente na quantidade de CS que as 
células restantes conseguem degradar. Não obstante, no presente estudo observou-se 
migração das CTM, do local da aplicação, em direção ao núcleo motor, o que pode ter 
influenciado o estado inibitório da cicatriz glial, sem, contudo, modificar sua natureza ou 
quantidade de deposição. 
Um fator muito importante na sobrevivência das células implantadas parece ser o 
tempo do implante. Nesse sentido, Hofstetter e colaboradores, 2002, compararam o 
transplante de CTM em ratos com LM em dois tempos de aplicação, imediatamente após 
a lesão e uma semana após a lesão. O grupo que recebeu tratamento após 1 semana 
apresentou número maior de células transplantadas sobreviventes após 5 semanas e 
maior melhora na marcha. O grupo então argumentou que células transplantadas 
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imediatamente após LM encontram um ambiente hostil, marcado por isquemia, necrose, 
presença de ROS e enzimas líticas. Porém, depois de 12 horas após a lesão, a máxima 
perda tecidual já foi alcançada, levando a próxima fase marcada pela gliose reativa, 
invasão de células inflamatórias e tentativas reparativas. Essa fase mais tardia mostrou-
se um ambiente mais propício para as CTM (Hofstetter et al., 2002a). De fato, todos os 
artigos citados que apresentaram um efeito positivo das CTM em relação a cicatriz glial 
tiveram tempo de implante com no mínimo 1 dia após a lesão. Isso pode ter ajudado a 
aumentar a sobrevivência de maior número de células e, portanto, um efeito mais tardio, 
como o papel dessas na cicatriz glial, que se mostra dependente do número de células, 
pode ser mais pronunciado. Outro trabalho também destacou o limitado tempo de 
sobrevivência de CTM após transplante, mas mesmo assim o transplante foi seguido por 
significativa recuperação locomotora, assim como no presente estudo. Nesse sentido, 
estratégias para prolongar a sobrevivência de CTM e estender seus efeitos em tecidos 
lesionados através de aplicações repetidas devem ser levadas em consideração para 
futuros estudos (Ruzicka et al., 2017). Além disso, futuros estudos poderiam explorar a 
aplicação tardia (a partir de 24 horas, até uma semana) das células e a relação com sua 
sobrevivência e papel na cicatriz glial em modelo de AI. 
 É provável que a composição da cicatriz glial no modelo de AI apresente 
distinções quando comparada a modelos de LM por contusão ou transecção. Foi 
observada quantidade pequena de CS nesse modelo, que somada ao fato da lesão ter 
localização na substância branca apenas, pode significar que os inibidores derivados de 
resíduos/fragmentos de mielina tenham importância maior nesse tipo de lesão, do que o 
CS em si. Futuros estudos poderiam determinar a importância desses inibidores no 
modelo de AI, junto com um possível papel das CTM nesse cenário. 
 A literatura ainda, mostra outras formas de ação das CTM na cicatriz glial. Wright 
e colaboradores, 2007 e 2014, mostraram que a co-culturas de neurônios motores ou 
neurônios sensitivos com CTM aumentam o crescimento de neuritos sobre substratos 
inibitórios e permissivos. Sequências de vídeos mostraram que CTM pareciam agir como 
pontes celulares por cima das moléculas inibitórias, mascarando-as. Algumas CTM 
claramente depositaram fragmentos celulares pelo ambiente inibitório por onde 
passaram, formando um “caminho de pedras” e subsequentemente neuritos em 
crescimento se aderiram a esses fragmentos e se estenderam através do substrato. É 
possível ainda, que as células depositem NCAMs, provendo uma trilha de alta afinidade 
para neuritos em crescimento ou que durante a migração as CTM depositem moléculas 
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permissivas de matriz, como laminina e fibronectina por cima de substratos inibitórios 
(Wright et al., 2007b; Wright et al., 2014). 
 Efeitos mediados por contato também foram observados in vivo, onde CTM 
administradas 1 semana após LM foram encontradas intimamente associadas a 
astrócitos imaturos longitudinalmente arranjados na região da cicatriz glial, formando 
feixes e construindo uma ponte no epicentro da lesão, repleto de debris e macrófagos. 
Feixes robustos de fibras neurofilamento-positivas e fibras 5-hidroxitriptamina-positivas 
foram encontradas principalmente na interface entre o transplante celular e a cicatriz glial 
(Hofstetter et al., 2002a).  
 
6.6 – Recuperação Funcional  
 
Déficits funcionais após lesões medulares são resultado de danos às fibras axonais, 
perda de neurônios, ativação de astrócitos e microglia, degeneração de oligodendrócitos 
(Chen and Xie, 2009; Garbossa et al., 2012) e desmielinização. No processo de 
regeneração após AI, o axônio lesionado deve crescer dentro da medula, superar 
matrizes inibitórias e cicatriz glial e então, sair pela raiz espinal ventral, percorrendo o 
nervo periférico até fazer conexão com o músculo, seu alvo periférico. 
O valor pré-operatório para o índice funcional do nervo fibular (IFF) é 0 (zero), sendo 
este o valor esperado para um animal com a marcha normal, sem nenhuma lesão. Com 
7 dias após a lesão o déficit dos animais que sofreram lesão, porém não foram tratados, 
foi de aproximadamente -150 para o IFF. Em contrapartida, em modelo de esmagamento 
das mesmas raízes ventrais (L4, L5 e L6) o déficit em 7 dias pós operatórios é de -200 
para o IFF (Spejo et al., 2013). Acredita-se que o déficit causado pela AI seja ligeiramente 
menos severo que o causado pelo esmagamento de raízes ventrais,  comprometendo 
os mesmos segmentos medulares, porque o esmagamento causa a axotomia de todos 
ou quase todos os axônios motores relacionados aos segmentos medulares afetados. 
Já no modelo de AI, apesar da lesão ter sido feita em toda a extensão dos mesmos 
segmentos medulares, parte dos MN não foram lesionados, pois o local da lesão não 
compreendeu o caminho de todos os axônios em direção à raiz ventral, o que foi 
evidenciado pela imunomarcação com GAP-43, com 2 semanas após a lesão. 
O déficit estabelecido com 7 dias após a lesão é então estável e pouco varia no grupo 
sem tratamento. Já o grupo tratado com CTM tem melhor performance até o tempo final 
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do estudo. A melhor performance deve ter sido atingida por uma conjunção de fatores, 
como maior sobrevivência de MN, menor astrogliose reativa e maior estabilidade 
sináptica. É possível ainda que outros fatores não avaliados contribuam com os efeitos 
benéficos na marcha. 
Estudos recentes indicam que células tronco transplantadas promovem significativa 
recuperação funcional após LM devido ao estímulo angiogênico e neuroprotetivo (Boido 
et al., 2014; Kim et al., 2013; Park et al., 2012; Quertainmont et al., 2012; Ren and Young, 
2013). Já foi reportado efeito anti-inflamatório, após a terapia com CTM principalmente 
devido à regulação positiva do fator anti-inflamatório de TGF-β1, que é dominante sobre 
citocinas pró-inflamatórias tais como IL-1b, IL-6 e TNF-α (Forostyak et al., 2013; 
Hawryluk et al., 2012; Wright et al., 2011; Zhukareva et al., 2010).  Além disso, foi 
observado que as CTM podem suprimir a ação de linfócitos B (Budoni et al., 2013; 
Forostyak et al., 2013) e células NK (Forostyak et al., 2013; Spaggiari et al., 2008). Talvez 
efeitos de imunomodulação mediados por CTM no caso de lesão por AI sejam mais 
tardios ao período estudado. 
Os grupos tratados com SF, em contrapartida, mesmo quando associados às CTM 
não apresentaram a mesma melhora de performance. O SF mostrou-se indutor da 
inflamação, bem como de sua resolução. Isso pode ter sido crucial para a neuroproteção 
observada 2 semanas após a lesão, porém recuperação morfológica nem sempre é 
traduzida em recuperação funcional (Anderson et al., 2008). Os efeitos do SF devem ser 
curtos, uma vez que o mesmo pode sofrer rápida degradação, após indução da 
inflamação.  
Para o grupo tratado com SF + CTM, é possível que o maior recrutamento de 
macrófagos causado pela presença do SF tenha promovido apoptose e fagocitose mais 
rápida das CTM e por esse motivo os efeitos benéficos do tratamento com CTM não 
puderam ser vistos em relação à recuperação motora. Ainda é possível que o 
microambiente inflamatório, causado pelo SF, tenha modificado a resposta das CTM à 
lesão. 
Os outros parâmetros de estudo da marcha, como área da pata apoiada, tempo de 
apoio da pata e velocidade de balanço também mostraram déficit permanente no grupo 
sem tratamento ao longo do tempo, com pequeno grau de recuperação espontânea e 
uma melhor performance do grupo tratado com CTM apenas. 
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7. Conclusões 
 
- O SF promoveu inflamação com perfil predominantemente neuroprotetor e sua 
resolução, evidenciada pelo aumento de transcritos gênicos para marcadores de 
macrófagos M1 (pró-inflamatórios) e M2 (anti-inflamatórios), citocinas anti-inflamatórias 
(IL-4, IL-13, IL-10) e citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e IL1β) com 1 semana após AI; 
 
- As CTM produziram BDNF, evidenciado pela presença da proteína com 1 semana 
após AI, indicando que a terapia celular provê o suporte trófico no microambiente da 
lesão; 
 
- A administração de CTM, combinada ou não com selante de fibrina, no local da 
lesão promoveu neuroproteção, aumentando a sobrevivência neuronal após a AI, no 
período de 2 semanas após AI; 
 
- O selante de fibrina, sozinho ou associado com células tronco, também se mostrou 
neuroprotetor, aumentando a sobrevivência neuronal, no período de 2 semanas após AI; 
 
- As CTM promoveram a diminuição da astrogliose na lâmina IX com 2 semanas 
após a lesão; 
 
- As CTM promoveram preservação dos inputs sinápticos justapostos aos corpos 
neuronais dos MN axotomizados, indicando melhor preservação dos circuitos medulares 
com 2 semanas após a lesão; 
 
- Os níveis de reatividade astroglial e de CS na região da cicatriz glial, com 4 
semanas após a lesão, foram similares entre os grupos experimentais; 
 
- O grupo tratado com CTM apresentou melhor função motora quando comparado 
aos demais grupos, ao longo das 4 semanas após a lesão; 
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- A terapia com CTM pode ser realizada com sucesso, mesmo sem a administração 
conjunta de um substrato que as retenha no sítio da lesão. 
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ABSTRACT 
 
Dorsal root injury leads to sensory loss and disuse of the affected limb. After dorsal 
root crushing (DRC), regenerating sensory axons are usually unable to grow back into 
the spinal cord due to inhibitory molecules present in the dorsal root entry zone. 
However, sensory axons are responsive to treatments that block inhibitory factors or 
upregulate growth pathways. After neurological injury, intramuscular Neurotrophin-3 
(NT-3) gene therapy has been reported to promote axon growth and synaptic plasticity 
of proprioceptive pathways, leading to sensorimotor function restoration after bilateral 
corticospinal tract injury (Kathe et al., 2016). Thus, the present study evaluated 
functional recovery and the reconnection of proprioceptive neurons towards 
motoneuron cell bodies after C7, C8 and T1 unilateral DRC (left side) and 
intramuscular NT-3 gene therapy. Female Lister hooded rats were divided into the 
following experimental groups: (1) DRC + intramuscular injection of AAV1-CMV-NT-3; 
(2) DRC + intramuscular injection of PBS. The treatment was applied 24 hours after 
injury, through intramuscular injections to left forelimb muscles innervated by the 
affected spinal segments. A randomised block, blinded design was used. During 12 
weeks after DRC functional recovery was assessed weekly using the following 
behavioural tests: horizontal ladder test, gait analysis (DigiGait) and grip strength test. 
The lesion caused dramatic forelimb strength loss, inability to grasp the rungs of the 
horizontal ladder and dorsal (not plantar) steps on gait analysis. NT-3 promoted 
functional recovery in the grip strength test, but not in the gait analysis test. The 
synaptic reconnection between proprioceptive afferents and motoneurons was 
accessed by Hoffman reflex testing at 12 weeks after injury. The ulnar nerve was 
stimulated by two needle electrodes inserted through the medial ventral side of the 
wrist. Two recording electrodes were inserted into the hand muscle abductor digiti 
quinti (innervated by C8 and T1) to record electromyograms. After DRC, the H-reflex 
was ablated and was not recovered on both groups. On the 12th-week post lesion, 
cholera toxin subunit B (CTb) retrograde tracer was applied to the affected forelimb’s 
footpads. On the 13th week after injury, heteronymous reflexes were tested by the 
stimulation of the ulnar nerve and recording of the median nerve. NT-3 improved 
functional recovery apparently only in the directly treated muscles. 
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1. INTRODUCTION 
 
Brachial plexus injuries occur due to high energy trauma, with traction between 
neck and trunk, such as motorcycle accidents or obstetrical injuries (Carlstedt, 2009). 
Even though DRI does not generate significant death of sensory neurons (Chew et al., 
2008) it leads to neuropathic pain and disuse of the affected arm, regardless if motor 
roots are unaffected (Smith et al., 2012). In crushing injuries, despite the interruption 
of the axon, the preservation of basement membrane tubes provides guidance routes 
for regenerating axons (Mazzer et al., 2008). However, regeneration inside the spinal 
cord is prevented by the transition zone in the dorsal horn (Kozlova et al., 1995) termed 
the ‘dorsal root entry zone’ (DREZ). Central to the DREZ, oligodendrocytes form the 
myelin sheaths, and peripheral to the DREZ, the myelin sheaths are formed by 
Schwann cells enveloped by the endoneurium (Fraher, 2000; Hanna-Mitchell et al., 
2008). Within the Central Nervous System (CNS), some components inhibit axonal 
growth, such as myelin-associated proteins (Buchli and Schwab, 2005) and chondroitin 
sulfate derived from astrocytes and other cell types. There is also a lack of positive 
stimuli to regeneration, like growth factors (Lu et al., 2012). The failure of injured axons 
to regrow into the spinal cord and re-establish connections results in permanent 
somatosensory defect (Liu et al., 2009).  
Adequate muscle function requires not only muscle excitement by motoneurons 
but also continuous proprioceptive sensory feedback. This sensorimotor integration 
takes place in the spinal grey matter. The proprioceptive signals, as well as other 
sensory signals, come into the spinal cord through the dorsal roots. When entering the 
spinal cord, the primary afferent sensory neuron makes local synapses in the grey 
matter or ascend toward the suprasegmental nervous system. Proprioceptive 
information from muscles is sent to the ventral horn (Paxinos, 2004) and via dorsal 
columns to the brainstem and cerebellum.  
The lack or alteration of sensory inputs after DRI changes the normal 
excitatory/inhibitory synaptic balance in the spinal cord. Sensory fibers are excitatory 
and have high expression of Vesicular glutamate transporter 1 (VGLUT1). Its 
expression in the motoneurons area (lamina IX) may represent axons of Ia sensory 
afferent fibers that make monosynaptic contact with motoneurons (Alvarez et al., 
2010). Thus, a reduction of VGLUT1 expression occurs in dorsal and ventral horn after 
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dorsal rhizotomy (Oliveira et al., 2003). Additionally, the study of other synaptic 
markers, such as vesicular GABA transporter (VGAT) and vesicular acetylcholine 
transporter (VAchT) may also be employed for a more comprehensive evaluation of 
spinal cord circuitry.  
Neurotrophins are a family of endogenous growth factors involved in the 
embryogenesis and organogenesis, regulation of synaptic plasticity, neurotransmitter 
synthesis and neural plasticity (Hanna-Mitchell et al., 2008; Schulte-Herbruggen et al., 
2007). The family includes nerve growth factor (NGF), brain derived neurotrophic factor 
(BDNF), neurotrophin-3 (NT-3) and NT4/5. The interaction of neurotrophins to 
tropomyosin-related kinase (Trk) receptors and pan-neurotrophin receptor (NTR) p75 
can promote neuronal survival and growth (Hanna-Mitchell et al., 2008) although the 
ligand/receptor relationships are complex and can drive cell death depending on the 
context (Nikoletopoulou et al., 2010). 
Neurotrophin-3 (NT-3) is synthesized by muscle spindles and other tissues 
(Copray and Brouwer, 1994; Kathe et al., 2016). The receptor trkC, which is NT-3-
specific, is expressed on a subset of dorsal root ganglion neurons with large somata 
and myelinated axons subserving mechanoreception and proprioception (McMahon et 
al., 1994; Ramer et al., 2002). Proprioceptive fibers (Ia) are large diameter myelinated 
fibers whose central processes typically end on motoneurons, deep in the grey matter 
of the dorsal horn (Zhang et al., 1998). In the adult, motoneurons express low levels 
of NT-3 (Schecterson and Bothwell, 1992; Zhang et al., 1998), leading to little trophic 
and tropic stimulation to regenerating sensory fibers (Zhang et al., 1998). Provision of 
a continuous source of NT-3 in the deep grey matter might be expected to enhance 
regeneration of primary afferents (Zhang et al., 1998). 
NT-3 promotes axon growth and synaptic plasticity in corticospinal tract and 
proprioceptive pathways, restoring sensorimotor function following spinal cord injury in 
rats (Duricki et al., 2016a; Fortun et al., 2009; Grill et al., 1997; Schnell et al., 1994; 
Zhou et al., 2003). The local delivery of NT-3 enhances sensory axons regrowth in the 
inhibitory spinal cord environment. Intrathecal delivery by osmotic minipumps of NT-3, 
NGF, or glial derived neurotrophic factor (GDNF) after dorsal root crush resulted in 
selective regrowth of damaged axons across the DREZ. GDNF and NT-3 treatments 
led to regrowth into the spinal cord of NF200-expressing (large-diameter myelinated) 
axons (Ramer et al., 2000). However, has been little assessment of whether the 
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regenerating axons project correctly within the spinal cord (Ramer et al., 2000; Smith 
et al., 2012). Functional recovery was investigated by McMahon and colleagues along 
with sensory regeneration through the DREZ after dorsal rhizotomy and intrathecal 
neurotrophin-3 treatment. Ultrastructural studies showed axons crossing the CNS–
PNS interface. A substantial proportion of these axons extended deeply into the CNS 
and formed terminal boutons. Rats treated with NT-3 regained proprioception, while 
the control group did not (Ramer et al., 2002).  
NT-3 has been reported to have a chemo attractive or neurotrophic action, making 
sensory axons to grow up gradients towards sources. In this sense, local expression 
of NT-3 by viral delivery can be used to guide regenerating axons to more appropriate 
target areas. Viral expression of NT-3 within the ventral spinal cord induced 
regeneration of lesioned sensory axons into the area expressing NT-3, despite a 2-
week delay in the injection of the virus (Smith et al., 2012; Zhang et al., 1998). 
However, while NT-3 was applied to the cerebrospinal fluid, regenerated axons also 
could penetrate the deep dorsal horn (i.e., down the gradient rather than up it) (Ramer 
et al., 2002). It goes along with the idea that the site of NT-3 action is the sensory cell 
body and proximal axons and not the growth cone (Kimpinski et al., 1997; Ramer et 
al., 2002). 
The mechanisms of action of neurotrophin-3 to improve regeneration after dorsal 
root injury also relies on the interaction with non-neuronal cells (Hanna-Mitchell et al., 
2008). A morphological analysis of rat spinal cords one week after dorsal root crush 
treated intrathecally with NT-3, revealed lower astrocytic response, delayed or inhibited 
microglial activation and greater survival of oligodendrocytes. In the PNS, NT-3 
treatment increased phagocyte and blood vessel numbers and the number of 
unmyelinated (regenerating) axons. Also, the disrupted-myelin volume in the DREZ in 
the PNS and CNS of treated tissue was lower (Hanna-Mitchell et al., 2008). 
The delivery of NT-3 by a peripheral route has translational relevance and has 
been shown to be safe in clinical trials, phases I and II (Chaudhry et al., 2000; Coulie 
et al., 2000; Kathe et al., 2016; Parkman et al., 2003; Sahenk, 2007). AAVs cause 
efficient transgene synthesis, have low immunogenicity or toxicity and cause no 
disease or symptoms in humans. Intramuscular treatment with AAV1 encoding human 
NT-3 has been recently applied to rats 24 h after focal cortical stroke and bilateral 
corticospinal injury (Duricki et al., 2016a; Kathe et al., 2016). NT-3 was retrogradely 
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transported from muscles to sensory afferents and motor axons (Duricki et al., 2016a; 
Kathe et al., 2016), consistent with the expression of receptors for NT-3 (Duricki et al., 
2016a; McMahon et al., 1994; Sheard et al., 2002). NT-3 improved sensorimotor 
recovery (Duricki et al., 2016a) and normalized spinal reflexes (Kathe et al., 2016). 
 
2. OBJECTIVES 
 
Evaluate the impact of NT-3 gene therapy in a clinically-feasible time after brachial 
plexus injury model (dorsal root crushing) regarding the: 
(1) restoration of sensorimotor integration evaluating functional recovery (grasping 
and walking).  
(2) electrophysiological reconnection of afferents to motoneurons. 
 
3. METHODS 
 
3.1 - Experimental design 
Thirty adult female Lister hooded rats (250g - 370g – Charles River) were pre-
trained on the behavioral tests: Ratbots, Grip Strength, Digigait and Horizontal ladder, 
for three weeks before DRI. After training, rats were submitted to C7, C8 and T1 dorsal 
root crushing on the left side of the spinal cord. One day after DRI, rats were treated 
with intramuscular injections of either AAV-NT-3 or PBS. The aliquots containing 
treatments were coded by a person independent of the study. The treatment 
allocations were randomised, and the experimenter was blinded to treatments until the 
end of the experiment. Rats underwent 12 weeks of behavioral testing, performed 
weekly. At 12 weeks after lesion, Hoffman reflex test was performed, and CTb tracer 
was injected to the forepaw footpads on the affected side. At 13 weeks after injury, 
terminal electrophysiology was carried out, and animals were perfused transcardially. 
Blood samples, spinal cord, dorsal ganglia and brainstem were obtained. 
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All animal procedures were conducted in accordance with the United Kingdom 
Animals (Scientific Procedures) Act 1986. The animals were housed in groups of three 
or four, under a 12-hour light/dark cycle with free access to food and water. 
 
3.2 - Plasmid preparation 
The adeno-associated viral vectors (AAV) serotype 1 encoding human prepro-
Neurotrophin-3 or GFP have been described previously (Duricki et al., 2016a). 
Due to lack of the AAV-EGFP for the present study, the stock bacteria containing 
the plasmid pAAV-EGFP was cultured to expand, and the plasmid DNA was purified 
using Endofree Plasmid Mega Kit (Qiagen). 
To confirm the integrity of plasmid regions the following restrictions reactions were 
made using reagents from New England Bioscience: 
1) Restriction reaction to check the integrity of 5’ Inverted Terminal Repeat (ITR) 
3’ ITR 
Enzyme: SmaI 
Buffer: CutSmart 
Incubation: 1h, 25ºC 
 
2) Restriction reaction to check the CMV promoter 
Enzyme: BamHI 
Buffer: E 
Incubation: 1h, 37ºC 
 
3) Lane called Poly A (1) 
Enzyme: XbaI, PmeI, HindIII-HF 
Buffer: E 
Incubation: 1h, 37ºC 
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4) Lane called Poly A (2) 
Enzyme: XbaI, PmeI, HindIII-HF, SmiI 
Buffer: E 
Incubation: 1h, 37ºC (XbaI, PmeI, HindIII-HF) + 1h, 55ºC (SmiI) 
 
The reactions were made following product instructions, with 0.8µg of purified 
plasmid DNA. The products of the restriction reactions were run on a 0.8% agarose 
gel, 60V, constant current. 
Source Bioscience, Lifescience verified the plasmid sequence. 
If intact, the plasmid would be sent to the University of Pennsylvania to be 
packaged into AAV1 capsids. 
 
3.3 - Dorsal root crushing surgery 
The animals were anesthetized with isoflurane (5% for induction and 3% delivered 
via a facemask during surgery) in 1L/min oxygen. A left hemilaminectomy was 
performed at the level of C6, C7 and T1 vertebrae, revealing dorsal roots C7, C8 and 
T1 (Gelderd and Chopin, 1977). The vertebra T2 was used as a spatial reference as it 
has a long spinous process (Russell and Oxland, 2007). A longitudinal incision was 
made to open the dura mater. Dorsal roots C7, C8 and T1, were identified and crushed 
with a forceps (nº5) for 3 x 10 s for each root (Figure 01A). After DRI, the musculature 
and skin were sutured in layers. Carprieve (5 mg/kg) was administrated by 
subcutaneous injections during surgery and once a day for the next two days following 
surgery.  
DRI of C7-T1 causes loss of sensation in a wide area of the arms and hand, 
innervated by the lesioned roots. The dermatomes affected by injury are represented 
in Figure 01B. 
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Figure 01. (A) Hemilaminectomy performed to crush dorsal roots C7, C8 and T1. The 
arrows point to the crushing sites. (B) The affected dermatomes after C7, C8 and T1 
DRI. Adapted from (Takahashi and Nakajima, 1996). 
 
3.4 - Intramuscular injections of AAV-NT-3 or PBS 
One day after DRI, rats were anaesthetized with isoflurane, and two incisions on 
the ventral surface of the left arm and forearm were made to expose the muscles. The 
treated muscles were: Triceps Brachii, Flexor Carpi Radialis, Flexor Digitorum 
Profundus and Palmaris Longus, that are innervated by the affected spinal segments 
(Figure 02A). 
AAV1 encoding human prepro-Neurotrophin-3 or PBS were intramuscularly 
injected with Hamilton syringes bearing 31-G needles into the left forelimb. Each 
animal received a final volume of 127.5µl of either AAV-NT-3 or PBS. The 
T1 
C8 
C7 
A. 
B. 
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concentration of the viral vector was 3.3 x 1013 GC/ml, so the animals from the NT-3-
treated group received 4.21 x 1012 viral genomes.  
Triceps brachii received five deep injections of 5 µl and three superficial injections 
of 2.5µl, to each one of its three heads, totaling 97.5µl (Figure 02B). Each muscle of 
the forearm received two deep injections of 5µl, totaling 10µl each (Figure 02C). The 
injections were made targeting neurovascular bundles and motor end plates, located 
in the proximal one-third to one-half of the muscles (Tosolini and Morris, 2012).  
After injections, the skin was sutured, and rats received Carprieve® (5 mg/kg). 
Sotiris Kakanos performed muscle injections. 
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Figure 02. (A) List of muscles innervated by the brachial plexus roots. The muscles 
chosen for the treatment (arrow) are innervated by the spinal segments C7, C8 and 
T1. (B) Scheme showing arm muscles. Triceps Brachii (yellow) received five deep and 
three superficial injections in each head. The arrows indicate the direction of the 
injections. (C) Scheme showing forearm muscles. Flexor Carpi Radialis (blue), Flexor 
Digitorium Profundus (red) and Palmaris Longus (green) received two injections each. 
The arrow indicates the direction of the injections. All three schemes were adapted 
from (Tosolini and Morris, 2012). 
A. 
B.
// 
5 injections in each head: 5µl each (deep) 
3 injections in each head: 2,5µl each (superficial) 
C. 2 injections in each muscle: 5µl each (deep) 
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3.5 - Behavioural assessment 
Rats were trained for 3 weeks before injury and evaluated for 12 weeks after lesion, 
weekly. The preoperative baseline scores were collected one week before surgery. 
 
3.5.1 - Ratbots 
The Ratbots (Figure 03) is an in-cage automated system developed by the Moon 
lab for the single pellet reaching task. The system dispenses sugar pellets at the 
ordered position and records whether the pellet was grasped or dropped. The rats were 
tagged with a subcutaneous RFID in the neck region, so the recordings of the success 
rate could be shown for each rat. 
The animals were trained one week with the pellets being dispensed near the slot, 
where they could reach the pellets with the tongue. The distance was then gradually 
increased, until the final distance, where the animals could only reach the pellets with 
the hand. The pellets were dispensed half of the times on the left and half of the times 
on the right side. When the pellets were dispensed on the right side, the rat could only 
reach the pellet with the left forelimb due to the size of the slot and distance of the 
pellet. This way the system gives a success rate for each paw of each animal. The 
animals were trained in the last position until they had at least 60% success with one 
of the hands. 
After lesion, unfortunately, we detected a problem with the system that invalidated 
the use of the devices for us. We found out the system was not dispensing the pellets 
at the correct positions. Sometimes it was dispensing at places the rats would never 
be able to grasp and sometimes it was dispensing near the slot, where the rats could 
lick the pellets. The devices used for this work were previously used and validated in 
another study. However, as it is a prototype, there are issues to be fixed for it to be 
used for longer periods of time without leading to such errors. Although we could not 
use the devices continuously until the end of the experiment, the present study 
contributed to the development of the Ratbots by generating feedback of its problems. 
A second version of the device is being made. 
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Figure 03. A scheme and a photograph of the Ratbots. The system has an extending 
arm (green) and rotating base (purple) to deliver sugar pellets (yellow) to any location 
within reach of a rat. The system identifies the rat by reading the RFID tag in its neck 
and detects and record whether the pellet was grasped or dropped. 
 
3.5.2 - Grip Strength Test 
A Grip Strength Meter (Linton) was used to measure the strength of each arm 
separately and simultaneously (Figure 04). After the rats had held onto the two bars 
(each containing an independent force transducer), they were gently pulled away 
horizontally. The force (grip strength) exerted by each limb was recorded. Each rat was 
tested four times, every week. The four values for each limb were averaged to give the 
test scores per animal at each time. 
 
 
 
 
 
Figure 04. Grip Strength meter with two bars, each one containing an independent 
force transducer. The force of both limbs is shown on the screen separately. 
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3.5.3 - Gait Analysis: Digigait 
The gait analysis was made using Digigait (Mouse Specifics) (Figure 05), a system 
that images the ventral view of animals as they walk on a motorized transparent 
treadmill belt, over a range of walking and running speeds. The software processes 
the videos generating “digital paw prints” and dynamic gait signals, generated for each 
of the 4 limbs. The dynamic gait signals describe the posture and kinematics of the 
animals that reflect strength, balance, and coordination.  
 
 
 
 
 
 
Figure 05. Digigait used for gait analysis. The ventral aspect of the animals was video 
recorded while they were running in the transparent treadmill. 
 
Each week, the animals were imaged walking during 2 minutes on the treadmill, at 
20cm/s. Using Digigait software a smaller video was obtained to be analyzed, with at 
least ten steps for each limb, where the animal was walking in constant speed, without 
being dragged by the treadmill. The analysis of animal’s gait would normally be done 
based on the parameters given by Digigait after video analysis. However, the deficit 
presented by the rats after dorsal root injury would not be revealed by the parameters 
provided by the software. After DRI, dorsal steps rather than plantar steps were taken 
by the left lesioned forepaw. After weeks, some animals started to partially recover, 
presenting different placements of the paws that were classified according to the new 
scoring system in Figure 06. 
For each run, each paw placement for the left forelimb was classified using this 
scoring system. An average was made among all the paw placements of a run, to give 
the test scores per animal at each time. 
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Figure 06. The scoring system adopted to classify Digigait’s runs. Each score 0 – 4 is 
shown with the explanation of how the placement of the paw should be to get that 
score, followed by pictures of paws with that classification. 
 
3.5.4 - Horizontal ladder 
The horizontal ladder (Figure 07) consisted of a 1m long ladder made of metal 
rungs unevenly spaced and side walls made of clear Plexiglas. The rats were video 
recorded crossing the ladder three times for every weekly assessment. 
 
 
 
 
 
 
Figure 07. Horizontal ladder composed of metal unevenly spaced rungs and 
transparent walls. 
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3.6 - Autotomy evaluation 
Dorsal root injuries often lead to self-mutilation and over grooming in the affected 
limb. This behaviour was monitored weekly, or more often if needed.  
 
3.7 - Electrophysiology 
3.7.1 - Hoffman-Reflex Test 
The electric stimulation of a peripheral nerve direct activates both afferent and 
efferent fibers. The activated efferent fibers send action potentials from the point of 
stimulation directly to the neuromuscular junction, causing a response in the 
electromyograph (EMG) known as the muscle response (M-wave). The stimulation 
also results in action potentials travelling along the afferent fibers until they reach and 
synapse on alpha-motoneurons or spinal interneurons. It generates action potentials 
through the motor fibers reaching the neuromuscular junction, producing a twitch 
response in the muscle (synchronised contraction) and the H-wave (Hoffman-reflex) in 
the EMG (Palmieri et al., 2004).  
The H-reflex was assessed for the right and left arms of each animal at 12 weeks 
after lesion. The test was done as Kathe et al. Rats were anaesthetized with an 
intraperitoneal injection (30 mg/kg ketamine and 0.1 mg/kg medetomidine). Two 24-G 
needle electrodes were inserted across the plantar side of the wrist to stimulate the 
ulnar and median nerves (every 5s, via a constant current isolated pulse stimulator, 
stimulus width 100 ms, Neurolog, Digitimer). Two recording electrodes were inserted 
into the abductor digiti quinti to record electromyograms (Figure 08). The signal was 
amplified (3000-fold), filtered (with a pass band of 300 Hz to 6 kHz), digitized via 
PowerLab, visualized and analysed with LabChart.  
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Figure 08. For the H-reflex test, the ulnar and median nerves were stimulated in 
the wrist and EMGs were recorded from the intrinsic muscle of the hand abductor digiti 
quinti. Adapted from (Kathe et al., 2016). 
 
The threshold (1xT) was determined as the lowest stimulation intensity that elicited 
the smallest M-wave response. The responses to increasing stimulus intensities were 
tested for 1xT, 1.33xT, 1.66xT and 2xT, which activates low threshold afferent fibers. 
It was made 25 recordings per stimulation intensity per animal. In this experiment, we 
would have compared the amplitude of the H-waves, normalising it to the maximum M-
wave. 
At the end of the test, rats were given atipamezole (Antisedan, 2 mg/ml) and 
monitored until fully awake. 
 
3.7.2 - Terminal electrophysiology involving the ulnar and median nerves 
The terminal electrophysiology, for evaluation of heteronymous reflexes, was 
made for the right and left arms of each animal at 13 weeks after lesion. 
Rats were anaesthetised with an intraperitoneal injection (30 mg/kg ketamine and 
0.1 mg/kg medetomidine). The skin and fascia from the axilla to the elbow was cut. 
The ulnar and median nerves were identified, and connective tissue involving them 
was removed (Figure 09A). Median and ulnar nerves innervate synergist flexor 
muscles. The nerves were placed in cuff electrodes (Figure 09B). The ulnar nerve was 
stimulated to elicit a response in the median nerve, that was recorded. The threshold 
151 
 
(1xT) was determined as the lowest stimulation intensity that elicited the smallest 
response.  Stimulation intensities were 1xT, 1.2xT, 1.4xT and 1.6xT. The signal was 
amplified (3000-fold), filtered (with a pass band of 600 Hz to 3 kHz), digitized via 
PowerLab, visualized and analysed with LabChart. It was made 25 recordings per 
stimulation intensity per animal. 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 09. (A) Schematic showing the region where the ulnar (U) and median (M) 
nerves were exposed. Adapted from (Kathe et al., 2016) (B) The stimulating cuff 
electrode was placed around the ulnar nerve, and the recording cuff electrode was 
placed around the median nerve. 
 
3.8 - Tracing 
To trace afferents belonging only to the spinal segments that were affected by the 
lesion, 1% cholera toxin B subunit (List Biological Labs) was injected into the left 
footpads and digits (Carulli et al., 2010; Cheah et al., 2016; Cheah et al., 2017). This 
region is only innervated by the spinal segments C8 and T1, so after tracing if labelled 
fibers are found in the spinal cord, it means the lesioned axons regenerated. It would 
assure regeneration could be assessed rather than sprouting from other intact spinal 
segments. 
A total of 6µl of CT was injected, 0.5µl into each of the four digits, 3µl 
subcutaneously injected into the palm and 1µl injected into the muscle of the hand, 
Abductor digiti minimi, at 12 weeks after lesion (after the H-reflex experiment). The 
tracer was allowed to be uptaken by the afferents for one week, before euthanasia. 
A. B. 
U M 
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The cholera toxin fragment B (CTB) is a transganglionic marker that can be 
injected in the periphery, being retrogradely transported to DRG neurons and after 
anterogradely transported from DRG neurons to the spinal cord (Liu et al., 2009). 
 
3.9 - Tissue preparation 
At 13 weeks after DRI, after terminal electrophysiology, deep anaesthesia was 
ensured, a blood sample was taken (2ml) and the muscle Triceps Brachii was 
dissected and frozen in liquid nitrogen. The animals were transcardially perfused with 
PBS and 4% paraformaldehyde. Their cervical spinal cords, dorsal root ganglia and 
brainstem were dissected out and post fixed in the same fixative solution overnight at 
4ºC. They were then cryopreserved in 30% sucrose buffered solution. The correct 
position of lesioned roots was confirmed by dissection. 
The muscle was kept in a -80ºC freezer. The blood sample was kept in the fridge 
overnight to coagulate. In the following day, the blood samples were centrifuged 
(14000rpm, 15min), the serum was collected and stocked in a -80ºC freezer. 
 
3.10 - Statistical Analysis 
The grip strength (ratio) and Digigait data were analysed using a linear model with 
two factors (time and treatment group) and with baseline ratio as a covariate. The 
optimal covariance structure was first order autoregressive (AR1) identified using 
Akaike’s Information Criteria and fit using restricted maximum likelihood as described 
previously (Duricki et al., 2016b). 
For the terminal electrophysiology amplitude, a Kruskal-Wallis test was made, with 
Dunn’s Multiple Comparison test as a Post-Test. 
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4. RESULTS 
 
4.1 – Plasmid restriction reactions and Sequencing 
To check that the sequence of the plasmid AAV-EGFP was not changed after 
stocking, amplification, and purification, the plasmid was submitted to restriction 
reactions and sequencing. 
The products of the reactions were run on an agarose gel (Figure 10). 
The uncut plasmid had 5000bp.  
1) Restriction reaction to check the integrity of 5’ITR and 3’ITR 
Expected bands: 3702bp, 3212bp, 11bp, 11bp 
Obtained bands: 8000bp 
2) Restriction reaction to check the CMV promoter 
Expected bands: 6109bp, 827bp 
Obtained bands: as expected 
Extra-bands: none 
3) Lane called Poly A (1) 
Expected bands: 4000bp, 1340bp, 809bp, 787bp 
Obtained bands: as expected 
Extra-bands: none 
4) Lane called Poly A (2) 
Expected bands: 2948bp, 1340bp, 1052bp, 809bp, 559bp, 228bp 
Obtained bands: as expected 
Extra-bands: none 
 
The restriction reaction 1 was repeated, and the same result was obtained, 
showing a possible problem with the ITR sequence of the pAAV-EGFP. 
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Image 10. (A) Gel showing the uncut plasmid with 5000bp. (B) Gel indicating the 
products of reactions 1, 2, 3 and 4. 
 
The plasmid sequencing was verified using the alignment software T-coffee. All 
regions were confirmed, presenting none or small variations, except for the ITR 5’ 
region that was not intact, with a deletion of 152bp (Figure 11). It indicates that this 
region was probably recombined. With this critical region of the plasmid lacking, the 
AAV-EGFP could not be produced for the present work. A possible solution would be 
to culture the bacteria using another antibiotic, less likely to cause recombination and 
repeat all process. As this would take much time, delaying the project, we decided to 
use PBS as control, rather than trying again to create the AAV-EGFP. 
 
 
A. B. 
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Figure 11. Sequencing result of the 5’ITR region of the pAAV-EGFP. The asterisks 
indicate that the expected and the real sequence match. It is possible to observe 157bp 
deletion in the plasmid, possibly showing a recombination. The region deleted contains 
the SmaI cutting site. 
 
4.2 – Autotomy cases 
During the experiment out of 30 animals, 4 animals were humanely killed due to 
autotomy (3 PBS, 1 NT-3), 13 developed minor signs of autotomy (6 PBS, 7 NT-3) and 
13 animals (6 PBS, 7 NT-3) developed no signs of autotomy (Figure 12A). 
From the four animals that had to be humanely killed, two animals (1 PBS, 1 NT-
3) were killed at the 1st week because they repeatedly chewed the sutures, which were 
made after the muscle injections, in the arm. In more late stages, at the 4th and 6th 
weeks, two rats were humanely killed (2 PBS) as they were chewing the arm and digits. 
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The minor autotomy cases included cases of over-grooming of the arm (leading to 
regions without fur and thin red skin), swollen and red digits and smaller nails (Figure 
12B). Animals from PBS group seem to have more cases of minor autotomy related to 
the arms, and NT-3 group seem to have more cases related to digits and nails. 
However, the numbers were too small to draw strong conclusions. The onset of minor 
autotomy cases happened after the 3rd week. A total of 7 animals (2 PBS, 5 NT-3) had 
the beginning between weeks 3 and 5 and 6 animals (4 PBS, 2 NT-3) had the onset of 
minor autotomy cases between weeks 6 and 12 (Figure 12C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 12. (A) Graph showing the number of animals per group which did not develop 
signs of autotomy, had minor cases or were humanely killed due to autotomy. (B) 
Number of animals per group with minor autotomy in the arms, digits and nails. (C) 
Number of animals per group which the onset of minor autotomy cases was between 
3 and 5 weeks or 6 and 12 weeks. 
 
 
A.
///
C. B. 
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4.3 – Behavioural assessment 
 
 A total of 4 animals were excluded from the behavioural analysis because they 
were humanely killed due to autotomy. Another 5 animals were excluded from all 
experiments because they did not develop the expected deficit, suggesting possible 
incomplete dorsal root lesion. From Digigait, another 3 animals were excluded for not 
presenting dorsal steps after lesion. All exclusion was made blind to treatment, based 
only on the expected deficit that was developed by most animals.  
For the grip strength test, results were shown as a ratio between the left and right 
forelimbs. Before surgery, the left side had the same force of the right side (the force 
of the left arm was a100% of the force of the right arm). After surgery, the left forelimb 
started to present only 20% the strength of the right (not lesioned) arm. For the saline 
group, after 12 weeks, the group presented about 35% of the strength of the right hand, 
but the NT-3 group presented about 50% of the strength of the intact arm. In this way, 
the AAV-NT-3 treated group had better functional recovery compared to the PBS group 
(ptreatment = 0.001, ptime < 0.001, pinteraction = 0.750) (Figure 13). Considering each time 
point, the groups were different at 7 (p = 0.004), 8 (p = 0.033), 10 (p = 0.024) and 12 
(p = 0.004) weeks. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 13. Graph of the force exerted by the left paw compared to the right paw. The 
NT-3 group presented a better functional recovery. 
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 For the gait analysis, the animals only had plantar steps (score 4) before 
surgery. After DRI, all included animals started to take only dorsal steps (score 0). 
Some of them recovered partially, showing dorsal and plantar stepping. The variation 
was big for the experiment and both groups presented similar functional recovery 
(ptreatment = 0.660, ptime = 0.015, pinteraction = 0.776) (Figure 14, 15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 14. Graph of Digait scores. Before surgery, all animals had score 4, after 
surgery all had score 0. There was some recovery, but similar between groups. 
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Figure 15. (A) Animal walking on Digigait’s treadmill presenting plantar steps. (B) The 
same animal 1 week after dorsal root injury, performing only dorsal steps with the 
affected forepaw (arrow). (C) The same animal 12 weeks after dorsal root injury 
performing plantar steps, with score 2 for the affected forepaw (arrow).  
 
 For the Horizontal ladder, the rats before lesion had just a few mistakes grasping 
the rungs of the ladder, but after lesion a prominent deficit appeared, indicating severe 
proprioception deficit (Figure 16). Every step in the run will be classified in a future 
experiment, using the scoring system created by (Metz and Whishaw, 2009). 
 
 
 
 
A.
///
B.
///
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///
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Figure 16. (A) Run of one uninjured rat, with a correct placement of the paw, with the 
midportion of the palm of a limb placed on the rung with full weight support. (B) Two 
cases of incorrect placement of the paw, with deep slips and partial placement. 
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4.4 – Electrophysiology 
 In the proprioceptive H-reflex test, in the unlesioned arm, an early M-wave and 
a later H-wave was evoked by motor axon excitation and Ia afferents synapsing onto 
spinal neurons, respectively. For the lesioned side of both groups, however, the H-
wave was completely abolished, while the M-wave presented no alterations (Figure 
17). It shows the disconnection of afferents from spinal neurons for the analysed 
muscle, abductor digiti minimi. This muscle normally innervated by motoneurons and 
DRG neurons associated with spinal segments C8 and T1, but in this study this muscle 
was not been directly treated by AAV-NT3 injections in this study. Until the 12th week, 
no animals recovered the H-waves, not even partially. In future, if these experiments 
are repeated, it would be advisable to treat the abductor digiti minimi with AAV-NT3. 
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Figure 17. EMGs for the right and left forelimb under stimulation of 1xT, 1.33xT, 1.66xT 
and 2xT. The M-waves get bigger with increasing stimulation, reaching a plateau. The 
M waves are present on all stimulus intensities, for both groups. The H-waves, 
increases and starts to decrease after intense stimulation. The H-waves are present 
only on the contralateral side to the lesion, with stimulus intensities 1.33xT, 1.66xT and 
2xT. In the lesioned side, H-waves could not be observed (Y-axis unit = V, Gain = 
3000x). 
 
Right (contralateral) side Left (ipsilateral) side 
1 x T 
1.33 x T 
1.66 x T 
2 x T 
M-wave  H-wave  M-wave  
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For the terminal electrophysiology, the stimulation of afferents in the ulnar nerve 
evoked responses in the synergist median nerve. Both nerves carry afferents from 
synergist forelimb muscles. 
The amplitude of the wave was calculated, showing difference only between the 
right side of the NT-3 group and the left side of the PBS group (Figure 18). 
Additionally, there was a big variation between the unlesioned sides (right) of both 
groups, which theoretically should not happen because these sides were not injured 
or treated.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 18. Amplitude of heteronymous reflexes for right and left sides of NT3 and PBS 
groups. 
 
Some problems were found after this experiment were done, the response was 
much bigger than the expected for nerves. We found out that the nerves must be cut 
for this experiment to be adequately sensitive (whereas we did not cut nerves). If they 
are not cut they still connected to the muscles, that twitches with the stimulus. The 
electrodes pick this up, masking the nerve activity, that is much smaller. It is also 
recommendable to immerse the nerves in mineral oil to keep them healthy, stable and 
stops spreading of the signal to other areas.  Additionally, silver-hook electrodes are 
preferred rather than cuff electrodes (Bosch et al., 2012). As these mistakes were 
made, the data from this experiment cannot be trusted, as it does not represent nerve 
activity alone. 
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5. DISCUSSION 
 
After DRI, sensory axons fail to regenerate due to reduced intrinsic growth ability 
and the inhibitory environment within the spinal cord. After NGF, BDNF and GDNF 
treatment, the majority of axons regenerating are small diameter nociceptive axons, 
and very few large diameter myelinated axons (Liu et al., 2016; Ramer et al., 2002; 
Ramer et al., 2001; Romero et al., 2001). The large axons, belonging to proprioceptive 
neurons, are mainly responsive to NT-3, as they express the NT-3 receptor trkC (Liu 
et al., 2016). The regeneration of sensory axons induced by NT-3 is sufficient to bypass 
the gliotic region of the DREZ but fails when myelin debris are encountered (Liu et al., 
2016; Ramer et al., 2001). In this sense, with NT-3 treatment after dorsal root injury, 
limited regeneration of Ia fibers can be achieved (Liu et al., 2016; Ramer et al., 2002; 
Ramer et al., 2001; Zhang et al., 1998). NT-3 is also known to promote axonal 
guidance, as growth cones can be turned toward increasing concentrations of NT-3 
(Cao and Shoichet, 2003; Moore et al., 2006). In this sense, the administration 
proposed by the present study aims to boost neuroregenerative effects of NT-3, not 
only to enhance growth ability of proprioceptive sensory neurons but also guiding them 
to reconnect to the motoneurons, in deep spinal lamina. The reconnection of 
proprioceptive neurons to motoneurons after dorsal root injury could improve motor 
deficits presented by animals with their motor systems intact, but without the necessary 
sensorial feedback for proper motor function.  
The AAV-NT3 treatment after DRI led to an improved functional recovery in the 
grip strength test but did not affect the gait analysis. There was not reconnection 
between primary afferents and motoneurons in one intrinsic muscle of the hand that 
was not treated directly. 
After dorsal root injury, a self-mutilation process called autotomy happened to 57% 
of the animals in this study (although it was usually minor and any animals showing 
moderate or severe autotomy were humanely killed). Autotomy after deafferentation is 
likely to be caused by abnormal neural activity within the CNS (Basbaum, 1974; 
Duckrow and Taub, 1977; Wall et al., 1979). In the present study, the autotomy cases 
showed similar frequency between groups. Moreover, the number of events was not 
significant enough to conclude that AAV-NT-3 treatment prevented or caused 
autotomy. It seems not to affect autotomy.  
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Previous work also aimed to increased levels of NT-3 in the ventral horn to guide 
the regrowing lesioned afferents to motoneurons. Zhang et al. injected an adenovirus 
expressing NT-3 directly in the ventral horn, 14 to 19 days after dorsal root injury. The 
injection caused high expression of NT-3 in glial cells and motoneurons in the ventral 
horn between 4 and 40 days after injection. Many traced axons regenerated into the 
spinal cord and deep into the grey matter. This study showed that the NT-3 not only 
acted as a trophic factor, promoting regeneration, but also served as a tropic stimulus, 
attracting axons that are sensitive to this factor. The presence of NT-3 present in target 
areas could apparently overcome the inhibitory environment of the CNS (Zhang et al., 
1998). The problem with this approach is that some motoneurons were injured by the 
NT-3 injection directly to the ventral horn. In our approach, the goal was for target cells, 
the motoneurons, to express NT-3 without any lesion to them. A possible injury to the 
muscle cells by intramuscular injections is not significant, as they were shown to cause 
only modest infiltration of macrophages/monocytes at 48 h after injection, with few or 
no inflammatory cells at six weeks after injection (Duricki et al., 2016a). 
After intramuscular injections of AAV-NT-3 in forelimb muscles after stroke or 
bilateral corticospinal injury, human NT-3 was found overexpressed in treated muscles, 
ipsilateral cervical dorsal root ganglia and serum (Duricki et al., 2016a; Kathe et al., 
2016). Additionally, immunolabeling revealed increased expression of NT-3 in 
ipsilateral cervical dorsal horn neurons and motoneurons (Kathe et al., 2016). The 
levels of NT-3 were higher at eight weeks compared to 4 days for muscles and serum. 
For the dorsal root ganglia levels of NT-3 were increased similarly in both time points 
(Duricki et al., 2016a). The presence of NT-3 in the serum indicates that even muscles 
that were not directly treated could be benefited by the systemically released NT-3. 
The concentration of NT-3, however, are much smaller in the serum compared to the 
treated muscles.  
In the grip strength and Digigait tests, animals from the PBS group presented some 
degree of spontaneous recovery. Although sensory axons do not regenerate to their 
original targets without any treatment, spontaneous recovery can occur after dorsal 
root injury by unknown mechanisms (Ramer et al., 2007). The most plausible 
mechanisms are synaptic unmasking or strengthening (Ramer et al., 2007) and 
collateral sprouting from adjacent dermatomes into the denervated ones (Harrison et 
al., 2015). 
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For the grip strength test, the NT-3 treated group had better functional recovery 
than the control group, showing improved sensorimotor recovery. The difference 
started to be evident seven weeks after injury. Improved sensorimotor recovery after 
delayed (24h) intramuscular injections of AAV1 encoding NT-3, was also observed 
after focal cortical stroke and bilateral corticospinal injury (Duricki et al., 2016a; Kathe 
et al., 2016). After focal stroke, in adult and elderly rats, NT-3 induced plasticity and 
corticospinal sprouting of fibers from the intact to the affected side (Duricki et al., 
2016a). After bilateral corticospinal tract injury, NT-3 restored the balance between 
excitatory (proprioceptive) and inhibitory presynaptic inputs to motoneurons, 
normalised levels of KCC2 in ulnar and radial motor neuron membranes and 
normalised the pattern of serotonergic fibers. These anatomic changes were correlated 
with functional recovery and reduced signs of spasticity (Kathe et al., 2016).  
The use of a viral vector expressing NT-3 after dorsal root section was previously 
proposed by Liu et al. in combination with surgical repair. They sectioned the dorsal 
roots C6 and C7 of rats, and after nine weeks they laterally connected the C7 dorsal 
root to the intact C5 dorsal root using a nerve graft, to restore the anatomical continuity 
after dorsal root section and to route axons through an intact (rather than injured) 
DREZ. In a subgroup of rats, they additionally added lentivirus vectors expressing NT-
3 to the nerve graft one week prior to harvesting. The overexpression of NT-3 was 
associated with increased C7 DRG neurons reconnection to the spinal cord, increased 
number of myelinated fibers in the peripheral nerve grafts and better recovery of 
electrical conduction. NT-3 preferentially stimulated the regeneration of large-diameter 
NF-200 immunoreactive axons, as shown in other studies (Liu et al., 2011; Ramer et 
al., 2002; Ramer et al., 2000), conveying recovery of proprioception (Liu et al., 2011; 
Ramer et al., 2000). The number of C7 DRG axons reconnected to the spinal cord, 
estimated by retrograde tracing, remained far below the connections in intact rats, 
suggesting that the functional recovery could not solely be directly related to the 
anatomical re-connections (Liu et al., 2011). 
The use of a lentivirus expressing NT-3 injected into the DREZ after dorsal root 
injury combined with activation of mTOR, enhancing intrinsic axonal growth capacity, 
led to greater than two fold increase in NT-3 mediated regeneration and resulted in a 
reduction in foot placement errors on a grid walkway (Liu et al., 2016). On the other 
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hand, the same viral vector applied to the spinal cord of a Nogo/MAG/OMgp triple 
knockout mice only had a modest effect enhancing regeneration (Liu et al., 2016). 
In our study, the unrecovered H-reflex in all groups leads to the conclusion that for 
the analysed muscle (abductor digiti quanti) the connectivity between primary afferents 
and motoneurons was not re-established. This muscle was not treated directly but 
could have been benefited by the systemically produced NT-3. As the concentration of 
NT-3 in the serum is much smaller than the levels in the treated muscles, it is possible 
that only the contact to the levels of the serum was not enough to cause regeneration. 
In contrast, the treated muscles must have their afferents and motoneurons 
reconnected at least partially, as there was a functional improvement in grip strength 
test. The treated muscles were not possible to be evaluated by the H-reflex test, 
because of their more proximal anatomical position than the hand muscle. The site of 
stimulation and recording need to be far from the spinal cord, or the M and H waves 
overlap (and the amplitude of the H wave cannot be resolved for measurement). It is 
possible though that for this type of lesion the treatment needs to be done for every 
muscle that one wants to improve function. If this is correct, we would see the recovery 
of H-reflex in the NT-3 treated group if the muscle abductor digiti quanti was treated. 
The same rationale could be used for the absence of improvement in the gait 
analysis for the NT-3 group. It is possible that muscles that are essential for the correct 
placement of the paw (plantar, rather than dorsal) was not treated directly and the 
serum levels were not enough to cause regeneration. 
The H-reflex test was previously used after bilateral corticospinal tract injury and 
AAV-NT-3 intramuscular treatment. Rats without injury presented consistent 
frequency-dependent depression of the H-wave, while injured rats had reduced 
frequency-dependent depression, which is known to be related to changed synaptic 
transmission from Ia afferents fibers to motoneurons. The NT-3 group showed similar 
values to the uninjured group 6, 8 and 10 weeks after lesion (Kathe et al., 2016). 
The advantages of using the H-reflex paradigm rather than other terminal 
electrophysiology is the possibility of multiple evaluations in different time points of the 
same rat. Moreover, the test is specific to evaluate connections between proprioceptive 
DRG neurons and spinal neurons in the proprioceptive reflex arc, while the terminal 
electrophysiology that is frequently made, with electrodes positioned in the dorsal horn, 
are non-specific and do not indicate re-connection to the correct target. 
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Another evaluation of the reconnection of proprioceptive afferents to motoneurons 
was performed by the stimulation of the ulnar nerve and recording of the median nerve. 
The assessment of heteronymous monosynaptic and polysynaptic reflexes is possible 
because some afferents that are part of the ulnar nerve make connections to 
motoneurons that are part of the median nerve. Using this method, Kathe et al. showed 
that intramuscular injections of AAV-NT-3 restored exaggerated reflexes to normal 
after a bilateral corticospinal injury. For dorsal root injury, we expected these reflexes 
to be decreased after injury and possibly recovered by NT-3-treatment. Unfortunately, 
technical mistakes made us record muscle twitches, as well as nerve activity, so this 
work did not evaluate heteronymous reflexes sufficiently sensitively. 
 The present work raises questions and probable future experiments. The serum 
and muscles of animals were stored for future ELISA to determine levels of NT-3. The 
spinal cord and dorsal root ganglia were dissected for future histological analysis to 
determine regeneration (with VGLUT-1 labeling and CTb) and changes of presynaptic 
inputs to motoneurons. The horizontal ladder runs will also be classified. Our findings 
suggest that NT-3 could be used after dorsal root injury, promoting improved strength 
in the affected forelimb.  
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